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TESEKKUR
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OZET

TNBS iLE INDUKLENEN DENEYSEL KOLIiT MODELINDE MENADiIiON
(VITAMIN K3) UYGULAMASININ INFLAMASYON UZERINDEKI ETKILERI.

Isler D. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji (TIP)
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2025.

Amag: Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH)’ nim bir tiirii olan iilseratif kolit, distal kolonu
ve rektumu etkileyen asir1 immiin yamit ve oksidatif hasar bilesenlerinden olusan
inflamatuvar bir hastaliktir. Menadion (Vitamin K3), K vitamininin yiliksek biyolojik
aktiviteye sahip, sentetik tiirevidir ve antiinflamatuvar etkileri gosterilmistir. Menadion
sodyum bisiilfit, vitamin K3’iin suda ¢oziinebilen bir formudur. Calismamizda TNBS ile

indiiklenen kolit modelinde menadionun etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Gerec ve Yontem: Bu amacla 40 adet wistar albino sigan, her birinde 8 hayvan iceren bes
gruba ayrilmis ve kolit indiiksiyonu, %37’lik etanol ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinmiis olan 25 mg
TNBS’ nin 0,8 ml hacimde intrarektal uygulanmasi ile olusturulmustur. GRUP I
(Sham):0.giin Intrarektal Salin, 3. giin sakrifikasyon, GRUP II (TNBS): 0. giin TNBS,
GRUP II (MSB 10): 0. giin TNBS ve i.p. tek doz 10 mg/kg MSB, GRUP IV (MSB 4): 0.
giin TNBS ve i.p. tek doz 4 mg/kg MSB, GRUP V (MSB 4X3): 0. glin TNBS ve 4 mg/kg
1.p. 3 giin olmak {izere deney protokolii uygulanmistir ve biitiin gruplardaki hayvanlar 3. giin

sonunda sakrifiye edilmistir.

Bulgular: Alinan kolon dokusu ve serum orneklerinde, biyokimyasal analizlerde farkli
dozlarda MSB uygulamasi, TNF-a, IL-1p, IL-6, PGE2, MPO, MDA, 8-OHdG, TOS, TAS,
GSH-px, SOD gibi TNBS ile olusan inflamasyonun immiin ve oksidatif parametrelerinde,
ayrica makroskobik ve mikroskobik parametrelerde MSB4x3 ve MSB10 en etkili gruplar

olmak {izere doz siireye bagli olarak anlamli iyilesmeler gostermistir.

XV



Sonu¢: Calismamiz sonucunda menadion (vitamin K3)’ iin TNBS ile indiiklenen kolit
modelinde inflamasyon {izerinde hem immiin yanitlar hem de oksidatif bilesenlere baglh

olarak, yiiksek diizeyde antiinflamatuvar etkiler géstermistir.

Anahtar Kelimeler: inflamasyon, Kolit, Menadion (Vitamin K3), Sicanlar, TNBS.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF MENADION (VITAMIN K3) APPLICATION ON
INFLAMMATION IN TNBS-INDUCED EXPERIMENTAL COLITIS MODEL.

Isler D. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences, Department of
Physiology (Medicine), Doctorate Thesis, Aydin, 2025.

Aim: Ulcerative colitis, a type of inflammatory bowel disease (IBD), is an inflammatory
disease consisting of excessive immune response and oxidative damage components
affecting the distal colon and rectum. Menadione (Vitamin K3) is a synthetic derivative of
vitamin K with high biological activity and has been shown to have anti-inflammatory
effects. Menadione sodium bisulfite is a water-soluble form of vitamin K3. Our study aimed

to investigate the effects of menadione in the TNBS-induced colitis model.

Materials and Methods: For this purpose, 40 Wistar albino rats were divided into five
groups of 8 animals each and colitis induction was aimed by reducing 25 mg TNBS
dissolved in 37% ethanol solution with 0.8 ml intrarectal volume. GROUP I (Sham):
Intrarectal Saline on day 0., sacrification on day 3., GROUP II (TNBS): TNBS on day 0.,
GROUP III (MSB 10): TNBS and single dose of 10 mg/kg MSB on day 0., GROUP IV
(MSB 4): TNBS and single dose of 4 mg/kg MSB on day 0., GROUP V (MSB 4X3): TNBS
on day 0 and 4 mg/kg i.p. for 3 days, the experimental protocol and animals in all groups

were sacrificed at the end of the 3rd day.

Results: In the biochemical analyses of the colon tissue and serum samples, MSB
application at different doses showed significant improvements in the immune and oxidative
parameters of TNBS-induced inflammation such as TNF-o, IL-1B, IL-6, PGE2, MPO,
MDA, 8-OHdG, TOS, TAS, GSH-px, SOD, as well as in macroscopic and microscopic
parameters, depending on the dose and time, with MSB4x3 and MSB10 being the most

effective groups.
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Conclusion: As a result of our study, high level anti-inflammatory effects were shown
depending on both immune responses and oxidative treatments on the application of

menadione (vitamin K3) in the TNBS-induced colitis model.

Key Words: Colitis, Inflammation, Menadione (vitamin K3), Rats, TNBS.
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1. GIRIS

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) bagirsagm kronik inflamatuvar durumlarini
ifade eden semsiye bir terimdir ve en sik goriilen iki durum Crohn Hastalign (CH) ve
Ulseratif Kolit (UK) tir (Broom ve digerleri, 2009; Head ve Jurenka, 2003). IBH’ler,
bagirsak iltihab1 ve epitelyal hasar ile karakterize olan gastrointestinal sistemin kronik
tekrarli bozukluklaridir. Belirgin morbidite ile iliskili olup, bireyin yasam kalitesini oldukca
etkiler (Neurath, 2014). Ulseratif kolit (UK), kolon mukozasmmn tekrarlayan remisyon
dongiilerine sahip kronik inflamatuvar bozuklugudur ¢ok faktorlii mekanizmalar yoluyla
spesifik olarak kolon ve rektumu etkiler (Nakase ve digerleri, 2022). Patogenezin altinda
yatan, kusurlu mukozal bagisiklik sistemidir. Kusurlu mukozal T hiicre popiilasyonu
nedeniyle normal bagirsak mikrobiyota antijenlerine karst normal efektér T hiicreleri
diizgiin sekilde modiile edilemez ve asir1 bir bagisiklik tepkisinden soz edilir (Strober ve
digerleri, 2007). Inflamasyonun immiin boyutu, sitokin {iretimi, reseptdr aktivasyonu ve
notrofil/makrofaj yanitlari gibi ¢ok katmanli siiregleri igerir. Bu siiregte 6zellikle TNF-a, IL-
1B, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler ve MPO gibi enzimler 6n plandadir. Deneysel kolit
modelleri tedavide IL-1, IL-6 ve TNF diizeylerinin inhibe edilmesine odaklanmaktadir
(Neurath, 2014). inflamasyon, yalmzca bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve sitokin
tiretimiyle sinirlt olmayan, ayni zamanda oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigi
kompleks bir biyolojik yanittir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) inflamatuvar stiregler sirasinda
yiiksek miktarda iiretilmekte ve bu molekiiller DNA, protein ve lipit gibi hiicresel yap1
taglarinda hasara yol agarak dokulardaki inflamasyonu daha da siddetlendirmektedir (Kim
ve digerleri, 2012; Lugrin ve digerleri, 2014). Son yillarda, bu siirecin merkezinde yer alan
oksidatif stres, hem inflamasyonun tetiklenmesinde hem de siirdiiriilmesinde onemli bir
etken olarak one cikmaktadir (Bourgonje ve digerleri, 2020; Rezaie ve digerleri, 2007).
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin  (IBH), ozellikle de iilseratif kolit tedavisinde,
giiniimiizde halen kortikosteroidler ve bazi durumlarda non-steroid antiinflamatuvar ilaglar
(NSAID) kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin uzun siireli kullanimina bagh gelisen ciddi
yan etkiler ve etkinligin sinirli kalmasi, yeni ve daha giivenli ajanlara olan ihtiyaci ortaya

koymaktadir. IBH'ler i¢in spesifik bir tedavi yoktur ve tedavinin odak noktasi destekleyici



Oonlemler ve anti-inflamatuar ve immiinosiipresif ilaglarin kullanimidir (Bruscoli ve

digerleri, 2021).

Bir hapten reaktifi olan 2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS)’nin neden oldugu
kolit, kolonik mukozanin nétrofiller ve makrofajlar tarafindan infiltrasyonu ve sitokinlerin
Thl profili dahil olmak iizere iltihap aracilarinin artmasi ve histolojik 6zellikleri
bakimindan insanlardaki iilseratif kolite benzer (Kazi ve Qian, 2009). TNBS kaynakli kolit
modelinde inflamasyonun baslangi¢ asamalarinda TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi dogustan
gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilen sitokinler baskin iken, daha sonra, Thl ve
Th2 ile iliskili sitokinler sirasiyla erken ve gec¢ fazlarda baskindir (Nakase ve digerleri,
2022). TNBS’ nin etanol ile kombinasyonu yoluyla sicanlarda olusturulan kolit modelinde
kolonda TNF-alfa, IL-1p ve IL-6 diizeyleri artarak, kolondaki epitelyal hiicre fonksiyonunu
etkiler ve epitelyal hiicre 6liimiine ve nétrofil agregasyonuna neden olur (Bai ve digerleri,
2007). TNBS ile indiiklenen kolit modelinde gozlenen histopatolojik bulgular, genis bir
inflamatuvar yanit profiliyle karakterizedir (Antoniou ve digerleri., 2016). Inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, kolit lezyonlarinin en temel bulgularindan biridir. Basta notrofiller
olmak {iizere, lenfositler ve makrofajlar gibi hiicreler lamina propriada birikir (Morris ve

digerleri., 1989; Villanacci ve digerleri, 2021).

K vitaminleri 2- metil-1.4 naftokinon halkas1 ve degisken alfalitik zincir ile benzer bir
yapida olan bir dizi vitamin grubudur (Zheng ve digerleri, 2021). Menadion olarak da
bilinen Vitamin K3, (VK3) Vitamin K'nin sentetik bir versiyonudur. Ayrica bagirsaktan,
oral Vitamin K1'in Vitamin K2'ye doniistiiriilmesinde ara iiriindiir (Xie ve digerleri, 2024).
Menadion oldukga kararsiz bir bilesiktir. Diger bir formu olan menadion sodyum bisiilfit ise
menadionun suda ¢oziinen bir tlirevidir (He ve digerleri, 2001). Menadionun noroprotektif
etkileri (Zhang ve digerleri, 2018), analjezik etkileri (Yang ve digerleri 2018), antihipotansif
etkileri (Lee ve digerleri, 1999), antibakteriyel (Negri ve digerleri, 2023), antikanser
(Bakalova ve digerleri, 2020), antiinflamatuvar 6zellikleri gosterilmistir (Kieronska-Rudek
ve digerleri, 2021; Checker ve digerleri 2011). Menadionun, proinflamatuar aracilarin
aktivasyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktorii niikleer faktor NF-kB ve IL-18
inhibisyonu yoluyla inflamasyonu azaltarak antiinflamatuar etkiler gosterdigi bildirilmistir
(Amiti ve digerleri, 2019). Ayrica menadionun farmakolojik etkilerinin redoks dongiisiine
katilabilme yeteneginden kaynaklandig1 ve yapisinda bulunan kinon halkasi ile elektron alip

vererek, ROS iiretme yetenegi ile yiiksek dozlarda prooksidan, diisiik dozlarda antioksidan
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ozellik gosterebilecegi bildirilmistir (Shertzer ve digerleri, 1992; McAmis ve digerleri,
2003). Inflamasyon indiikleyicileri ajanlar ile olusturulan deneysel inflamasyon
modellerinde suda ¢o6ziinebilen vitamin K3 ve K4 vitaminlerinin, inflammasom
aktivasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Zheng ve digerleri, 2021). Bu
calismada amacimiz menadion (Vitamin K3)’iin suda ¢Oziniir formu olan menadion
sodyum bisiilfit (MSB) uygulamasinin TNBS ile olusturulmus kolit modelinde inflamasyon
tizerindeki olas1 etkilerini immiin ve oksidatif bilesenler {izerinden biyokimyasal ve

histopatolojik analizler ile ¢cok yiinlii ele alarak aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iBH ve Ulseratif Kolit

2.1.1. Etiyolojisi

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH) bagirsagin kronik inflamatuvar durumlarini
ifade eden semsiye bir terimdir ve en sik goriilen iki durum Crohn Hastaligi (CH) ve
Ulseratif Kolit (UK) tir (Broom ve digerleri, 2009; Head ve Jurenka, 2003). IBH nin en
yuksek insidansi Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’ da bulunmustur. Sanayilesmis tilkelerde
daha yaygindir. Etiyolojisinde g¢evresel risk faktorlerinin etkili oldugu diisiiniilmektedir
(Burisch ve Munkholm 2015). Sigara i¢gme, beslenme, uyusturucular, cografya, sosyal stres
ve psikolojik unsurlar gibi ¢evresel faktorlerin etkisi kabul edilmektedir (Zhang ve digerleri.
2014). Ulseratif Kolit (UK) etiyolojisinde genetik yatkinliktan ziyade enfeksiyon
hastaliklar1, nonsteroid antiinflamatuar ilaclar (NSAID), antibiyotikler ve apendektomi gibi
cevresel faktorlerden daha fazla etkilendigi diisliniilmektedir. Daha yiiksek riskler sitokin
degistiren proteinleri kodlayan cesitli genlerden kaynaklanabilmektedir. UK, epitelyal
bariyerin islev bozukluguna ve bagisiklik tepkilerindeki diizensizliklere neden olan c¢evresel
ve enterobakteriyal faktorlerin kombinasyonu olarak goriilmektedir (Nakase ve digerleri,
2022). Aym1 zamanda mikroplarin epitelyuma ve alttaki katmanlara erisimini kolaylagtiran
anahtar proteinlerin mutasyonlarini igeren genetik duyarlilik, luminal antijenik uyarilma gibi

cevresel faktorler etkili olmaktadir (Broom ve digerleri. 2009).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Avrupa’da iilseratif kolit goriilme oranlari 100.000 kiside 2,4 ve 294 arasinda
degismektedir (Burisch ve Munkholm 2015). IBH’nin bat1 iilkelerindeki prevelanst %3’ii
asmaktadir (Ferreira-Duarte ve digerleri, 2021). Bat1 toplumlarinda yillik goriilme siklig



%0,02’ye ve yaygmlhigi da %0,5’e kadar ¢ikmistir (Hindryck ve digerleri, 2016). Diinya
capinda yaklasik 5 milyon kisi IBH’den etkilenmekte olup etiyolojisi tam olarak
anlagilamamistir (Ma ve digerleri, 2022). IBH i¢in cogunlukla 30 lu 40’11 yas
popiilasyonlarinda teshis konulsa da 0-90 yas arasi herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir
(Burisch ve Munkholm 2015). En yiiksek vakalar 15-45 yaslar1 arasinda ortaya cikar
(Hindryck ve digerleri, 2016). Ulseratif kolitin goriilme siklig1 cinsiyete bagli bir fark
olusturmasa da erkek hastalarda hafif bir istiinliigii oldugu bildirilmistir (Burisch ve

Munkholm 2015).

2.1.3. Patogenezi

Inflamatuvar bagirsak hastalign (IBH), bagirsak iltihabi ve epitelyal hasar ile
karakterize olan gastrointestinal sistemin kronik tekrarlt bozukluklaridir. Belirgin morbidite
ile iliskili olup, bireyin yasam kalitesini oldukgca etkiler (Neurath, 2014). Ulseratif kolit ve
Crohn hastalig1 bulasic1 olmayan sitokin kaynakli inflamatuvar hastaliklardir (Strober ve
digerleri, 2007). UK kapsami ve siddeti degiskendir (Hindryck ve digerleri, 2016). Ulseratif
kolit (UK), kolon mukozasinin tekrarlayan remisyon dongiilerine sahip kronik inflamatuvar
bozuklugudur ve genetik degisiklikler, ¢evresel faktorler, mikrobiyota ve mukozal immiin
diizensizlik ile iliskili ¢ok faktorlii mekanizmalar yoluyla spesifik olarak kolon ve rektumu
etkiler (Nakase ve digerleri, 2022). Konak¢imin intraluminal antijenlere karsi diizensiz
bagisiklik tepkisinden kaynaklanir (Hindryck ve digerleri, 2016). Ulseratif kolitin crohn
hastaligindan farki sindirim kanalinin herhangi bir yerinde goriilebilmesinin aksine sadece
kolonla siirli bir mukozal ve submukozal inflamasyona yol agmasidir (Nakase ve digerleri,
2022; Zhang ve digerleri, 2014). Hastalarin ¢gogunda hastalik rektum ve/veya sol kolonda
sinirl olarak hafif ve orta siddette seyreder (Hindryck ve digerleri, 2016). Ulseratif kolit
oncelikle kolonu etkileyen rektumu kapsayan ve proksimale ilerleyen mukozanin siirekli

inflamasyonudur (Strober ve digerleri, 2007).



2.1.3.1. iBH patogenezinde Inflamasyonun immiin Bilesenleri

Inflamatuvar Bagirsak hastaligi (IBH) patogenezinin altinda yatan, kusurlu mukozal
bagisiklik sistemidir. Kusurlu mukozal T hiicre popiilasyonu nedeniyle normal bir bagirsak
mikrobiyota antijenlerine kars1 normal efektor T hiicreleri diizgiin sekilde modiile edilemez
ve asir1 bir bagisiklik tepkisinden sz edilir (Strober ve digerleri, 2007). UK patogenezinde
Th17 hiicrelerinin rolii 6n plandadir. Epitelyal bariyerde biitiinliik kaybi, dogustan gelen
mikrobiyal algilama, otofaji ve katlanmamis protein tepkilerine odaklanilir. Dogustan
bagisiklik viicudun patojenik uyaranlara, spesifik olmayan sekilde dakikalar ve saatler
icerisinde cevap verdigi ilk savunma hattidir. Epitelyal hiicreler, notrofiller, dentritik
hiicreler, monositler, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii hiicreler dahil pek ¢ok hiicre tipi aracilik
eder (Zhang ve digerleri, 2014). Sitokinler, haberlesme molekiilleri olarak hiicreler arasi
iletisimi saglayarak inflamasyona aracilik eden ¢esitli ¢oziiniir polipeptit yapilardir (Coskun

ve digerleri, 2020).

TNF-a dogal ve kazanilmis bagisiklik, farklilasma ve apoptoz iizerinde etkili bir
sitokindir. Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrasinda kanda ilk olarak saptanabilir.
Otoimmun hastaliklarda, inflamasyonun baglama ve siirdiiriilme asamalarinda 6nemlidir.
Akut inflamasyonda endotel hiicrelerini uyararak, adezyon molekiilleri ve géce neden olan
kiigiik sitokinlerin iiretilmesini ve bu yolla enfeksiyon bdlgesine notrofil ve makrofajlarin
yapismasinda rol alir, ayn1 zamanda hiicre ici kaspazlari tetikleyerek, apoptozu tetikler
(Coskun ve digerleri, 2020). TNF-a, inflamatuvar siirecin kilit aracisidir. Hem endotel
gecirgenligini artirir hem de NF-xB yolunu aktive ederek COX-2 ve INOS gibi
proinflamatuvar genlerin ekspresyonunu artirir. Crohn hastalarinda TNF-a diizeyleri,
hastalik aktivitesiyle dogrudan iliskili bulunmustur ve TNBS gibi deneysel modellerde bu
sitokin en sik kullanilan inflamasyon gostergelerinden biridir (Kim ve digerleri, 2012;
Pereira ve digerleri, 2015). TNF, tiimor nekroz faktorii reseptorlerine baglanir ve ardindan
NF-kB’nin hiicre i¢i aktivasyonuyla gesitli proinflamatuvar islevlerde rol alir. Ayrica TNF
reseptor sinyalleri kaspaz 3 proteinlerinin aktivasyonu ile hiicre 6liimiine neden olur
(Neurath, 2014). Boylelikle Th hiicre alt gruplari tarafindan hem proinflamatuvar hem de
antiinflamatuvar sitokinler iiretilmesi hastalik gelisiminde ¢ok 6nemlidir (Neurath, 2014).

Miyofibroblastlar da 6nemli bir Tiimor nekroz faktorii (TNF) kaynagi oldugu gibi IL-6 gibi



diger sitokinleri de iretirler. Bagirsak epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve genisletilmesi;
erozyon ve iilserlerin kapatilmasi, bagirsak bariyer fonksiyonunu iyilestirilmesi ve mukoza
iyilesmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Kendi tirettikleri sitokinlere kritik derecede baghdirlar.
Bu sitokinler, hayatta kalma, farklilasma, antimikrobiyal peptitlerin salgilanmasini kontrol

eder (Neurath, 2014).

Son zamanlarda kesfedilen IL-37’ nin ise epitelyal hiicre ekspresyonunu arttirdigi ve
Lamina propria hiicreleri tarafindan IL-1p ve TNF iiretimini azaltarak kolite kars1 korudugu
gosterilmistir (Neurath, 2014). Deneysel kolit modelleri tedavide IL-1, IL-6 ve TNF
diizeylerinin inhibe edilmesine odaklanmaktadir. Kolit ile iligkili kanser, kolitte artan 1L-1
diizeyleri ile iliskilendirilmistir (Neurath, 2014). IL1-B graniilositlerin toplanmasini
saglayarak  bagisiklik  hiicrelerinin  aktivasyonunu arttirir.  IL-1  inflamasyonun
stirdiiriilmesinden ziyade baslatilmasinda belirgin bir role sahiptir (Neurath, 2014). IL-18,
NOD-benzeri reseptdr ailesi pirin domain i¢eren 3 (NLRP3) inflammasomunun aktivasyonu
sonrast salinir ve Ozellikle akut inflamatuvar yanitin tetikleyicisidir (Lugrin ve digerleri,
2014). IL-6, baglandig1 reseptor yoluna bagli olarak hem proinflamatuvar hem de doku
koruyucu etkilere sahip olabilir. 1L-6, 6zellikle anti-TNF tedavisine yanit vermeyen IBH

hastalarinda terapotik hedef olarak degerlendirilmektedir (Kim ve digerleri, 2012).

Kolonik inflamasyonda miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin TNF-a tretimi ile
kolere oldugu gosterilmistir (Camacho-Barguero ve digerleri, 2007). Miyeloperoksidaz,
miyeloid kdkenli hiicrelerde bulunan bir enzimdir ve gastrointestinal dokulara ¢ogunlukla
noétrofiller olmak {izere graniilositlerin infiltrasyonunu gosteren biyokimyasal bir belirteg
olarak kullanilir (Kazi ve Qian, 2009). Miyeloperoksidaz (MPO), o6zellikle nétrofil
aktivitesinin ve oksidatif saldirinin bir gostergesi olarak kabul edilir. MPO, hidrojen
peroksiti kullanarak hipokloréz asit (HOCI) iiretir; bu reaktif tilirler ¢cevre dokulara zarar
verir. TNBS ve DSS gibi kolit modellerinde MPO diizeyleri, inflamasyon siddetinin dokuya
yansiyan biyokimyasal iz distimiidiir (Piechota-Polanczyk ve Fichna, 2014; Pereira ve
digerleri, 2015).

Endojen sinyaller hiicre hasariyla salindiginda ROS {iretimini artirarak NF-«xB sinyal
yollarini devreye soktugu gosterilmistir. Bu hem oksidatif stresin hem immiin yanitin i¢ ice
gectigi karsilikli besleyici bir dongii olusturur (Gill ve digerleri, 2010). Lamina propria T

hiicreleri, T hiicre reseptdrii uyarimina karst duyarlidir bu nedenle apoptozu 6nlemek i¢in



IL-6 ve TNF sinyali gibi ortak uyarici faktorlere bagimlidir. Lamina propria dentritik
hiicreleri ve makrofajlar, IBH’de antijen sunan ana hiicrelerdir. Ozellikle IL1-B, IL-6, IL-18

ve TNF gibi yliksek miktarda proinflamatuvar sitokin salgilarlar (Neurath, 2014).

Epitelyal bariyer fonksiyonunda degisiklikler, luminal antijenlerin bagirsak duvarina
translokasyonuna izin vererek, anormal ve asirt sitokin yanitlarina yol acarak mukozada
akut hasara neden olur. IBH’de proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler arasindaki
dengesizlik inflamasyonun ¢oziilmesini engelleyerek doku tahribati ile birlikte hastaligin
devam etmesine neden olur (Neurath, 2014). Makrofajlar, T hiicreleri ve dogustan lenfoid
hiicrelerin alt gruplar1 gibi mukozal bagisiklik hiicreleri sitokinler iireterek kommensal
mikrobiyota iirlinlerine yanit olustururlar fakat bu sitokinler ayn1 zamanda bagirsak dis1
hastaliklara (artrit, artalji vb) da neden olabilir. Ornegin karacigerde akut faz proteinlerinin
salinmasina neden olurken, Tiimor nekroz faktorii (TNF) artrit ve kaseksiye neden olabilir.
IBH’de, IL-2 ve IL-10 diizenleyici rol oynamaktadir ve eksikliginde kolit gelisebilir. Sitokin
salgilayan hiicreler, Ozellikle dentritik hiicreler, nétrofiller, makrofajlar, dogal o6ldiirticti
hiicreler, bagirsak epitel hiicreleri, dogustan lenfoid hiicreler, mukozal efektor T hiicreleri, T
yardimci (Th1, Th2 ve Th17) ve diizenleyici T hiicreleri iltihapli mukozada sitokinler iiretir.
IBH’de bagirsak duvarinda yiiksek miktarda T hiicresi saptanir ve yiiksek miktarda T
hiicresi kaynakli proinflamatuvar sitokin salgilanir (Neurath, 2014). Makrofajlar, Thl ve
Th2 yardimci T hiicreleri ve dogustan lenfoid hiicreler tarafindan iiretilen ve Thl7
farklilagmasiyla iliskili olan TNF-a, dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik sistemlerini
diizenleyen prototip énemli bir sitokindir ve nekroz, anjiyogenez, makrofaj ve T hiicre
aktivasyonu, epitelyal hasar gibi proinflamatuvar etkiler sergiler ve anti-TNF antikorlar1 bu
nedenle mukozal dokularda etki gosterir (Nakase ve digerleri, 2022). Antijen sunulan saf T
hiicreleri, proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinler iireten T yardimci hiicre alt
tiplerine farklilasir. Lamina propria mukozasinda UK patolojisine katkida bulunan IL-17
tireten Th17 hiicreleri ve IL-13 {ireten Th2 hiicreleri siklikla bulunur. Ayrica ayni1 zamanda
Th1 yolu da UK patolojisinde de yer alir. Mukozal bariyere bitisik dogustan lenfoid hiicreler
efektdr sitokinleri salgilar ve UK patolojisini diizenler. IBH patolojisi i¢in gerekli olan IL-8,
noétrofillerin bagirsaklara gd¢ etmesini ve bagirsaklara sizmasini indiikleyerek epitelyal
hiicre hasarin1 indiikleyen uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimlerin salinmasina
katkida bulunur (Nakase ve digerleri, 2022). Ulseratif kolit IL-13 gibi Th2 hiicresi iliskili

atipik bir sitokin tepkisine sahiptir. Bu, klasik olmayan dogal dldiiriicti hiicrelerin varligina



isaret etmektedir. IL-13 fibrozisi tesvik eder. Epitel hiicreler arasinda siki baglantinin
bozulmasina ve apoptoza neden olarak mukozal iilserasyonu tetikler. Fakat {ilseratif kolit
hastalarinda IL-13 diizeylerinde artisa rastlanmamustir (Neurath, 2014; Nakase ve digerleri,
2022). Son yillarda 6nemli bir T hiicre alt kiimesi olarak kabul edilmis olan Th17 hiicreleri
bagirsakta Ozellikle terminal ileumda bol miktarda bulunur ve mikrobiyota bilesenlerine
yanit olarak artan IL-6 ve IL-23 gibi sitokinler tarafindan indiiklenir. IL-17, gibi Th17 tipi
sitokinler, TNF, IL1-B, IL-6, IL-8 in diizenlenmesi, notrofillerin toplanmasi gibi birgok
proinflamatuvar isleve aracilik eder (Neurath, 2014). IL-23, Th17 hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
bakimi icin gereklidir, makrofajlar ve dentritik hiicrelerin aktivasyonu nedeniyle asiri

derecede salgilanir (Nakase ve digerleri, 2022).

Makrofajlar fagositik hiicreler olmalarinin yanisira, sitokinler iireterek diger bircok
bagisiklik hiicresi ile isbirligi yaparlar. Makrofaj popiilasyonundaki dengesizlik,
proinflamatuvar tip 1 ve antiinflamatuvar tip 2 makrofaj alt gruplarinin belirli sitokin ve
kemokinler iiretmesiyle IBH alevlenmesine neden olur (Ma ve digerleri, 2022). Dendritik
hiicreler, mezenterik lenf diiglimlerindeki saf T hiicrelerine bakteriyel antijenler sunar.
Antijen sunulan saf T hiicreleri, bariyer fonksiyonunun desteklenmesi ve inflamasyonun
coziilmesiyle baglantili anti-inflamatuar sitokinlerin yani sira kronik inflamasyonu ve doku
hasarini tetikledigi one siirlilen proinflamatuar sitokinleri {ireten yardimecir T hiicresinin
cesitli alt tiplerine farklilagir. Aktive edilmis T hiicreleri, mezenterik lenf diigiimlerinden
kana hareket eder ve burada siirekli olarak dolasimda bulunurlar. Bu hiicreler adhezyon
molekiilleri etkilesimleri yoluyla lamina propria ve mukozaya go¢ eder. Ayrica, bagirsaga
yerlesmis olan T hiicrelerine antijenler (cogunlukla bakteriyel) sunulur ve aktive edilmis T
hiicreleri tekrar antijenleri tanir ve patojenin ortadan kaldirilmasina aracilik eden sitokinleri
serbest birakir (Nakase ve digerleri, 2022). IL-17 nétrofillerin birikmesine katkida bulunur
(Nakase ve digerleri, 2022). Endotel hiicre yapisma molekiillerini hedef alan antikor
tedavileri aktiflesmis T hiicrelerinin lamina propriaya gogiinii ve bagirsak mukozasina

yerlesimini engelleyerek dolayli olarak iltihabi baskilar (Nakase ve digerleri, 2022).

Insan bagirsagi, bagirsak mikrobiyotasini olusturan bakteri, protozoa, mantar ve
viriislerden olusan trilyonlarca mikroorganizma tarafindan kolonize edilir. Saglikli bireyler
dengeli bir mikrobiyotaya sahip iken bu homeostazdaki bozulmalar (disbiyozis), metabolik
ve kardiyovaskiiler bozukluklar ile kansere kadar c¢esitli patolojilere neden olabilir.

Enflamasyon, bagisiklik sisteminin enfeksiyon, doku hasarit gibi durumlara karsi verdigi
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onemli bir tepkidir (Cheung ve digerleri, 2020). Bagirsak bakterilerinin ve besin
antijenlerinin bagirsak ylizeyinde karsilastig1 ilk bariyer mukoza tabakasidir (Zhang ve
digerleri, 2014). Calismalarda iltihapli ve iltithapsiz mukoza alanlar1 arasinda bakteriyal
ribozomal deoksiriboniikleik asit (DNA) profillerinin fark gostermemesi nedeniyle iBH’de
spesifik patojenik bir organizmanin varligindan s6z edilmemektedir. Ayrica hastalarin farkl
profillere sahip olugu goriilmiistiir (Strober ve digerleri, 2007). Buna ragmen son
zamanlarda, E.Coli gibi bakterilerin neden oldugu disbiyozun hem iBH’de hem de kolit ile
iliskili kolorektal kanserlerde inflamasyon ve karsinogeneze ilerleyen bir mukozal bariyer

bozulmasina yol agtigina isaret edilmektedir (Quaglio ve digerleri, 2022

Mitojenle aktiflesen protein kinazlar (MAPK), bircok sinyal yolunun baslatici
kontrolorleridi. MAPK’lerin fosforilasyonu ve aktivasyonu ile diger protein kinaz
hedeflerine baglanarak uyarir ve gen transkripsiyonunu aktive etmek i¢in ¢ekirdege yer
degistirebilir ve hiicre gocli gibi diger eylemleri tetikleyebilir bu yolla diizenlemeye tabi
olan niikleer faktor kappa B (NF-kB), bagirsak inflamasyonunda merkezi bir diizenleyicidir.
TNF-alfa, IL> ler gibi sitokinlerin ve Siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinflamatuvar
proteinlerin transkripsiyonuna yol acar (Broom ve digerleri. 2009). MAPK sinyal yolu, UK
patogenezinde oldukca Oonemlidir ve TNF-alfa ekspresyonunu yiikseltir (Bai ve digerleri,
2007). COX-2 proinflamatuvar aracilara ve mitojen uyaranlara erken bir yanit olarak ifade
edilir. Prostaglandin iiretiminin COX-2 aktivitesine bagli oldugu gosterilmistir. Kronik
kolitte, INOS aracili nitrik oksit (NO) iiretiminin de gesitli dokularda dejenerasyon ile
bagirsak hasarina katkida bulundugu bildirilmisti. Hem COX-2 hem de INOS
ekspresyonlari, bagirsak epitel hiicrelerinde aktive edilmis MAPK’ leri yukar1 dogru
diizenler (Camacho-Barguero ve digerleri, 2007). Son yillarda yapilan ¢alismalar INOS
kaynakli NO ve COX-2 kaynakli prostaglandinlerin inflamatuvar bagirsak hastaliginda
onemli rol oynadigin1 gdstermektedir (Dong ve digerleri, 2003). Reaktif NO radikali iIBH’
de merkezi bir rol oynar (Kazi ve Qian, 2009). TNBS modelinde kolonik dokuda artan NO
ve Prostaglandin E2 (PGE2) ekspresyonlar1 yukar1 yonde regiile edilen INOS ve COX-2
diizeyleri ile uyumlu olarak hem biyokimyasal hem de immiinohistokimyasal olarak
gosterilmistir (Dong ve digerleri, 2003). COX’ un COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki alt tipi
vardir. COX-1 yapisal olarak ¢esitli dokularda fizyolojik olaylarda eksprese edilirken, COX-
2 ise inflamatuvar kosullarda insanlarda ve deney hayvanlarinda indiiklenen bir enzimdir

(Tanaka ve digerleri, 2009). Mide i¢in daha giivenli kabul edilen COX-2 inhibitorleri olan
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steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAID)’ lerin teropatik 6zellikleri siklooksijenaz
COX aktivitesi iizerindeki inhibitor etkilerinden kaynaklanmaktadir. COX, inflamasyonu
tetikleyen giiclii bir kapasiteye sahip olan prostaglandinlerin sentezi i¢in gerekli olan bir
enzimdir. Fakat prostaglandinlerin miisin tiretimini, mukozal hiicre biiylimesini uyararak
aynt zamanda apoptozu engelleyerek ve proinflamatuvar sitokin iiretimini engelleyerek
mukozay1 koruyucu etkiler sergiledigi ve kolitin ekzojen prostaglandinlere 6n tedavisi ile
hafifletilebilecegi bildirilmistir. Bunun yaninda COX-1 ve COX-2 secici tedavilerinin
dekstran siilfat sodyum (DSS) kaynakli koliti siddetlendirdigi gosterilmistir (Tanaka ve
digerleri, 2009). COX-2-PGE: yolunun epitelyal rejenerasyonda rol oynayabilecegi ve
iilseratif kolit hastalarina uygulanan COX-2 inhibitor tedavisi alevlenme riskiyle
iliskilendirilmistir. PGE2’nin farklilasma sinyalleri ile kombinasyon halinde miisin
indiiksiyonunu destekledigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2018). Bunun yaninda COX-2’nin
prostaglandinlerin {iretimi yoluyla inflamasyonu ve epitel rejenerasyonu etkiledigi
bildirilmistir. Bu yoniiyle TNF inhibitorleriyle tedavide dirence neden oldugu bildirilmistir
(Li ve digerleri, 2018). PGEx hiicre i¢i sinyalleme basamaklarinin IBH hastalarinda diizensiz
oldugu ve bu nedenle mikrofloranin daha fazla niifuz etmesiyle inflamatuvar yanita yol

actig1 (Broom ve digerleri. 2009).

Bagirsakta mukus tabakasi epitele yonelik bakteri saldirilarindan korunmada
savunmanin ilk hatt1 olarak gorev yapar. Kolit patogenezinde diger bir 6nemli unsur mukus
defektleri hastaligin hem nedeni hem sonucu olarak goériilmektedir. i¢ mukus tabakasinin
gecirgen hale gelmesi anormal bakterilerle temasa yol agabilir. Ulseratif kolitli hastalarda
hem hastalik hem de remisyon sirasinda gecirgen mukus tespit edilmistir (Johansson 2014;
Johansson ve digerleri, 2014). Kolon epiteli, goblet hiicreleri araciligiyla bagirsaga
salgilanan antimikrobiyal peptitler igeren mukus iiretir. Ulseratif kolitte normalde alt
tabakalarda olan mukus kirlenir (Gersemann ve digerleri, 2012). Kolonun akut inflamasyon
durumlarinda kolinerjik yollarin etkisini gdsterilmistir.  Asetilkolinesteraz  (AChE)
inhibitorleriyle yapilan baska bir DSS ile kolit ¢calismasinda koruyucu etkiler gostermistir
(Miceli ve Jacobson, 2003). Yapilan calismalar, AChE inhibisyonunun bagirsak
mukozasinda T hiicrelerinin birikiminin artmasina yol actigini bildirmistir (Al-Mansori ve
digerleri, 2024). TNBS ile indiiklenen kolit modellerinde, asetilkolin reseptdr antagonistleri

ile yapilan ¢aligmalarda, NF-kB aktivasyonunun engellenmesi ve TNF-alfa {iretiminin agag1
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regiilasyonu yoluyla kolinerjik antiinflamatuvar yolun kolon hasarini azaltarak potansiyel

bir tedavi hedefi olarak gosterilmistir (Bai ve digerleri, 2007).

Normal olarak viicut inflamasyona proinflamatuvar protein ekspresyonunun
downregiilasyonu ve antiinflamatuvar proteinlerin upregiilasyonu ile ve immiin hiicre
yenilenmesini kolaylastiran vaskiiler degisikliklerle cevap verir. En bilinen proinflamatuvar
belirtecler, interlokinler (IL1-6-8), tiimor nekroz faktorii (TNF-) niikleer faktor kB (NF-kB),
hiicreler aras1 yapisma molekiilleri, prostaglandin E2 (PGE:2) kaynagi COX-2, nitrik oksit
(NO) iiretimine yol agan nitrik oksit sentaz (iNOS) tir. Bu proinflamatuvarlarin asir1 tiretimi

hiicre hasarimna yol agar (Elsayed ve digerleri, 2014).

Insanlarda 30 yillik kiimiilatif kolit iliskili kanser riskinin %18 oldugu tahmin
edilmektedir. Ulseratif kolitte 6nemli bir gdsterge bagirsak mikrobiyotasindaki bozulmadir.
Dogal iiriinlerin bagirsak mikrobiyotas: iizerindeki etkisi onemli bir ¢alisma alanidir

(Cheung ve digerleri, 2020).

2.1.3.2. iIBH patogenezinde Inflamasyonun Oksidatif Bilesenleri

Inflamatuvar bagirsak hastaliklar: (IBH), 6zellikle Crohn hastaligi (CD) ve iilseratif
kolit (UK) olmak iizere gastrointestinal sistemin kronik inflamatuvar hastaliklaridir. Bu
hastaliklarin gelisiminde genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler, bagirsak mikrobiyotast ve
bagisiklik sistemi arasindaki karmasik etkilesimler rol oynar. Son yillarda, bu siirecin
merkezinde yer alan oksidatif stres hem inflamasyonun tetiklenmesinde hem de
stirdliriilmesinde 6nemli bir etken olarak one ¢ikmaktadir (Bourgonje ve digerleri, 2020;
Rezaie ve digerleri, 2007). Inflamasyon, aktive edilmis inflamatuar ve immiin hiicreler
tarafindan artirilmis veya abartilmis bir ROS iiretimini igeren patojenlere karst bir "konak
savunma" mekanizmasidir. Inflamatuar yanitin bir pargasi olarak iiretilen ROS, dokuya
invaziv bakterilerin temizlenmesini kolaylastirir, ancak uzun siire iiretildiginde ve kronik
inflamasyonla iliskili bozukluklar1 destekleyebilir. inflamasyon oksidan hasarma neden olsa
da olaylarin ters siras1 da dogrudur. Bu nedenle inflamasyon ve oksidatif stres ayrilmaz bir
sekilde birbiriyle iliskilidir (Chatterjee, 2016). Niikleer faktor gibi redoks duyarli (veya ROS
tarafindan diizenlenen) transkripsiyon faktorleri kappa B (NF-«xB), inaktif bir formda

oldugunda, hiicrelerin sitoplazmasinda lokalize olur ve IkB gibi sitozolik proteinlere
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baglanir. Oksidanlar veya ROS, NF-kB kinazinin (IKK) inhibitdrii olan bir serin kinaz
tarafindan fosforilasyon gibi IkB proteinlerinin modifikasyonunu yonlendirir ve bu da onun
bozunmasina yol agar, boylece NF-kB serbest kalir ve daha sonra ¢ekirdege tasinabilir ve
burada tek basina veya diger transkripsiyon faktorleriyle birlikte, inflamatuar proteinleri
ifade eden birka¢ genin ekspresyonunu indiikler. NF-kB'nin yani sira, niikleer faktor 2 (Nrf-
2) gibi faktorlerin de ROS diizenlemesine sahip oldugu gézlemlenmistir (Chatterjee, 2016).
[ltihaplanma, bagisiklik hiicrelerinin (monositler, makrofajlar, lenfositler, polimorf niikleer
hiicreler (PMN) ve plazma hiicreleri) vaskiiler duvara sizmasi, bagisiklik hiicrelerinin
dokuya ekstravazasyonu ve bu hiicreler tarafindan ROS'un salinmasiyla doku hasarina yol
acan patolojik bir durumdur. PMN’ler, ROS'u agirlikli olarak, NADPH oksidaz 2 enzimi
araciligiyla tretir. Kendiliginden veya enzimatik olarak iiretilen Oz~ (SOD) ile H20:2'ye
doniisiir. inflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen ROS (patojenleri yok etmek igin dogrudan
oksidatif strese neden olmasinin yani sira) inflamasyonun artmasina yol a¢an sinyal yollarimi
da uyarir. Cesitli kinazlarin (veya fosforilasyonu kolaylastiran enzimlerin) ROS tarafindan
indiiklenen aktivasyonu, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol agar ve bu da
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin olusumunu tetikler. Tetiklendikten sonra, bu
sitokinler ve kemokinler ROS iirettigi iyi bilinen ilgili reseptorlere baglanir. Bu nedenle
ROS, inflamasyon dongiisiiniin hem yukarisinda hem de asagisindadir. ROS, tiimor nekroz
faktori-alfa (TNF-a), interlokinler (IL-1 ve 6) gibi sitokinlerin ve monosit kaynakli
kemokinlerin, makrofaj kaynakli inflamasyon proteinlerin iiretimini kolaylastirir. Bunlarin
hepsi ¢esitli bagisiklik hiicresi alt kiimelerinin toplanmasi ve yapismasinda Snemlidir.
Toplanma ve yapigma, akisit kontrol etmek i¢in sitokin-kemokin gradyanini ve bagisiklik
hiicresi-damar duvar1 etkilesimini diizenleyen karmasik siireclerdir. Bu, bagisiklik
hiicrelerinin dokuya goclinii kolaylastirarak yapisiklik baglantilarinin bozar. Aktivasyon
sonrasi, bagisiklik hiicreleri oksidanlar ve ¢esitli proteazlar salgilar. ROS'un yani1 sira, HOCl
gibi diger serbest radikaller de, iltithapli ve bagisiklik hiicrelerinde oldukga bol bulunan bir
enzim olan MPO tarafindan H202 katalize edildiginde iiretilir. Son derece reaktif HOCI,
doku hasarina ve islev bozukluguna neden olmak i¢in proteinler de dahil olmak iizere ¢esitli
molekiilleri oksitleyebilir (Chatterjee, 2016). Bagirsak mukozasinda oksidatif stres, epitel
hiicrelerin apoptozuna ve bariyer biitiinliigiiniin bozulmasina neden olur. Bu durum,
limendeki antijenlerin submukozaya geg¢isini kolaylastirarak inflamatuvar hiicrelerin

gbclinii artirir ve inflamasyonu kortikler (Karp ve Koch, 2006). Ayn1 zamanda, oksidatif
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stresin epitel hiicre hasarina neden olarak bagirsagin mikrobiyal dengesini de bozdugu; bu
durumun disbiyoz ve immiin disregiilasyon ile birlikte inflamasyonun daha da
siddetlenmesine yol agtig1 gosterilmistir (Li ve digerleri, 2023). Bu iilseratif Kkolit
patogenezinde, inflamasyon cevabi sirasinda asirt ROS iiretiminin oksidatif strese yol
acarak inflamasyon lezyonlarinin artmasma neden oldugunu gosterir. Infiltre edilen
notrofiller biiyiik miktarda ROS iireterek oksidatif stresi ve proteolitik enzimleri tetikler.
Proteolitik enzimler ve ROS endotel hiicreleri lizerinde etki ederek hiicre hasarina ve
ardindan epitel bariyer gecirgenligine ve liiminal patojen invazyonuna neden olur, bu da
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu ve inflamatuvar hasar1 abartir ve sonunda intestinal
mukozal nekroza ve llserasyona yol acar. Bu arada, epitel rejenerasyonu, inflamatuar
yanitta iiretilen mitojenik sitokinlerin ve prostaglandinlerin uyarilmasi altinda iilseratif alani
kaplamaya baglar. Bu durumda, intestinal mukozal hiperemi, 6dem ve hiperplazi polipleri

ortaya cikabilir (Wang ve digerleri, 2016).

Inflamasyon, yalnizca bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve sitokin {iretimiyle smirl
olmayan, ayni1 zamanda oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigi kompleks bir biyolojik
yanittir. Reaktif oksijen tilirleri (ROS), inflamatuvar siiregler sirasinda yiiksek miktarda
tiretilmekte ve bu molekiiller DNA, protein ve lipit gibi hiicresel yapi taglarinda hasara yol
acarak dokulardaki inflamasyonu daha da siddetlendirmektedir (Kim ve digerleri, 2012;
Lugrin ve digerleri, 2014). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimiyle
birlikte antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi sonucu hiicresel redoks
dengesinin bozulmasiyla ortaya ¢ikar (Kim ve digerleri, 2012; Piechota-Polanczyk ve
Fichna, 2014). Lipid peroksidasyonu, inflamasyonun oksidatif bacagi agisindan 6nemli bir
siiregtir. ROS’un hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitleriyle etkilesimi sonucu
malondialdehit (MDA) olusur. MDA, membran akigskanligini bozar, hiicre biitiinliigiinii
zedeler ve IBH hastalarinda hem serumda hem de kolonik mukozada artmis diizeylerde
gozlenmistir (Karp ve Koch, 2006; Rezaie ve digerleri, 2007; Pereira ve digerleri., 2015).
IBH hastalarinda ayrica, oksidatif DNA hasar1 belirteci olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
(8-OHdG) diizeylerinin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir. Bu bulgu, oksidatif stresin
genetik materyal tizerinde kalici hasara yol agabilecegini gostermektedir (Pereira ve
digerleri., 2015). Bununla birlikte, DNA oksidasyonu da inflamasyonun patofizyolojisinde
belirleyicidir. Bu belirte¢ hem insan hem hayvan modellerinde inflamasyonun tan1 ve takip

parametresi olarak kullanilmistir (Rezaie ve digerleri, 2007; Pereira ve digerleri, 2015).
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Serbest radikallerin etkili oldugu bir diger yap1 proteinlerdir. ROS araciligiyla gergeklesen
protein karbonilasyonu, enzim fonksiyonlarini ve yapisal protein biitiinliigiinii bozmakta; bu
da hiicresel sinyal yollarinda aksamalara ve bagisiklik cevabinda sapmalara neden
olmaktadir (Karp ve Koch, 2006; Bourgonje ve digerleri, 2020). Oksidatif stresin dogrudan
bagisiklik sistemiyle iligkili oldugu ve 6zellikle niikleer faktor kappa B (NF-«xB) ve MAPK
gibi sinyal yollari aktive ederek proinflamatuvar gen ekspresyonunu artirdig: bildirilmistir
(Gill ve digerleri, 2010; Lugrin ve digerleri, 2014). Ulseratif kolitin patogenezinde ve
alevlenmesinde oksidatif stres 6nemli bir risk faktoriidiir ve inflamasyonu DNA hasarina
dogru yonlendirerek karsinojeneze yol acan ana faktordiir (Shen ve digerleri, 2019).
Kolondaki lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyleri
test edilir (Kazi ve Qian, 2009).

Biitiin bu oksidatif siireclere kars1 viicudun savunmasi antioksidan sistemler {izerinden
yuritiilir. Bu sistemin baslica elemanlar1 arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve glutatyon (GSH) yer alir. IBH hastalarinda bu
antioksidanlarin aktivitesinin diistiigli, 6zellikle GSH diizeyinin azaldigi, SOD ve GSH-Px
aktivitesinin inhibe oldugu bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Karp ve Koch, 2006; Piechota-
Polanczyk ve Fichna, 2014; Kim ve digerleri, 2012). Ozellikle kolonik epitel, diisiik bazal
antioksidan kapasiteye sahip oldugu i¢in oksidatif hasara karsi daha duyarhdir. Kolit
modellerinde de MDA, 8-OHdG ve MPO gibi belirteclerin anlamlh sekilde arttigi, GSH,
SOD ve GSH-Px gibi savunma faktorlerinin ise azaldigi raporlanmaktadir (Rezaie ve
digerleri, 2007; Bai ve digerleri, 2019; Pereira ve digerleri, 2015). Ayrica, IBH hastalarinda
serumda bulunan serbest tiyol diizeylerinin diisiik olmasi, sistemik oksidatif stresin
inflamasyonla birlikte seyredebildigini gostermektedir (Bourgonje ve digerleri, 2020). Bu
baglamda, redoks dengesinin korunmasi ve oksidatif hasarin Onlenmesi i¢in gelistirilen
antioksidan temelli tedavi stratejileri giin gectikge daha fazla 6nem kazanmaktadir. Fare
modellerinde antioksidan savunma sisteminin bozulmasi, sadece inflamasyonun
agirlagsmasina degil, ayn1 zamanda hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Rezaie
ve digerleri, 2007). Bu nedenle, redoks homeostazini destekleyen yaklasimlar hem korunma

hem de tedavi acisindan umut vaat etmektedir.

Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transkripsiyon faktorii, Heme
oxygenase-1 (HO-1), stiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon (GSH) gibi antioksidan savunma

sistemlerini aktive ederek epitel hasarimi azaltmakta ve NF-kB gibi proinflamatuvar
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sinyalleri baskilamaktadir. Nrf2 eksikligi olan hayvanlarda kolitin daha siddetli seyrettigi;
proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6) arttifi gosterilmistir. Nrf2, ayrica
regiilator T hiicreleri (Treg) hiicrelerini artirarak immiin regiilasyonu da saglamaktadir (Peng

ve digerleri, 2023).

Tiim bu veriler, oksidatif stresin IBH nin yalnizca eslikcisi degil, patogenezde etkin
rol oynayan bir tetikleyici oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, oksidatif stresin
baskilanmasina ydnelik antioksidan destekli tedavi stratejileri, IBH yonetiminde gelecegin
umut vadeden yaklasimlar1 arasinda yer almaktadir (Rezaie ve digerleri, 2007). Sonug
olarak, inflamasyonda oksidatif ve immiin bilesenler birbirinden bagimsiz degil, aksine

birbirini tetikleyen ve siirdiiren bir yapida c¢alisir.

2.1.4. iIBH’ de Klinik, Tan1 ve Tedavi

Ulseratif kolit (UK) esas olarak kolon mukozasinda olusur, CH ise gastrointestinal
sistemi herhangi bir diizeyde etkileyebilir. UK, kolon ve rektumun i¢ astarinda inflamasyon
ve lilserasyona neden olur ve genellikle ishal, istahsizlik/kilo kaybi, karin agrisi, yorgunluk
ve anemi ile kendini gosterir. Inflamasyon diizeyi hastahigin siddetini ve sonraki tedavi
stratejisini belirler. CH ise gastrointestinal sistemin tiim boliimlerini etkileyebilen ancak esas
olarak terminal ileum, ¢ekum, perianal bolge ve kolonu etkileyen inflamatuar hastaliktir
(Bruscoli ve digerleri, 2021). UK’ in klinik belirtileri arasinda tipik olarak rektal kanama,
ishal, tenesmus ve bazen de hafif karin agris1 yer alir (Hindryck ve digerleri, 2016). Bunun
yaninda kilo kaybi, ates, yorgunluk gibi belirtilerde gosterir (Strober ve digerleri, 2007,
Head ve Jurenka, 2003). Kolitin klinik seyrinde tutarsiz diskilama, gaitada gizli veya
goriiniir kanli ishal yer alir ve yaklasik 2 hafta siirer (Antoniou ve digerleri. 2016). Ulseratif
kolit i¢in tibbi dykii, bagirsak dig1 bulgularla birlikte klinik degerlendirme, tam kan sayimu,
eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESR), C-reaktif protein (CRP), diski1 mikrobiyolojisi, ultrason
ve mukozal endoskopileri icerir (Meier ve Sturm, 2011) Ulseratif kolit hastaneye yatis,
viicut sivilar1 ve elektrolitlerinin diizeltilmesi ve gerekirse beslenme destegi gerektiren
yasami tehdit eden bir durumdur ve ilk basamak tedaviler intravendz uygulanan
kortikosteroid tedavileridir (Hindryck ve digerleri, 2016). IBH, tekrarlayan venoz

tromboemboli gelisimi i¢in bir risk faktoriidir ve alt ekstremitede derin ven
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tromboproflaksiyi giindeme getirmektedir. Bir¢cok hasta ishal nedeni ile hipokalemik hale
gelir ve bu nedenle intravendz potasyum tedavisi uygulanir. Ayni zamanda hipovolemiyi
diizeltmek i¢in ise sivi replasmami yapilir. Antibiyotik tedavileri bakteriyal enfeksiyon
olmadiginda kortikosteroidlere yardimer olarak rutin uygulanmasi onerilir fakat steroidlere
ek sonuglart iyilestirdigi gosterilmemistir. Kortikosteroidler, NF-kB aktivasyonunu azaltarak
TNF gibi proinflamatuvar sitokinleri diizenler. Steroid tedaviye verilen yanit1 izlemek icin
fizyolojik olarak; diski hizi, kalp hizi, sicaklik, rektal kanama gibi parametreler takip
edilirken, biyokimyasal olarak C-reaktif protein (CRP) seviyeleri, hemoglobin, albiimin,
trombosit sayisi takip edilir. Bunun yaninda endoskopik olarak derin kolon iilserasyonlarinin
varlig1 gibi belirtecler, hastalik ciddiyeti ile iliskilendirilir. intravendz uygulanan anti-TNF
antikorlar1 tedavisi etkili bulunmaktadir. Kolorektal cerrahi kapsaminda kolektomi kiiratif
bir tedavi olarak hastaneye bagvuru anindan itibaren 6nerilmektedir (Hindryck ve digerleri,
2016). Ulseratif kolit intravendz kortikosteroidlerle birinci basamak tedaviler almakta fakat
sadece %40’ 1nda etkili olmakta, kolektomi ile birlikte %30’ unda etkili olmaktadir
(Jakobovits ve Travis, 2006). Ulseratif kolitin fenotipi olarak, hastalarin yaklasik iigte biri
rektumla sinirl bir hastalikla ve {igte biri rektumun bir kismiyla sinurlt bir tutulumla ortaya
¢ikmaktadir (Burisch ve Munkholm 2015). IBH hastaliklarinda immiinosiipresif tedaviler
doza ve zamana bagl olarak malignitelerin olusumunu kolaylastirabilmektedir (Burisch ve
Munkholm 2015). Ana hedef antiinflamatuvar tedaviye olan ihtiyaca ve dolayisiyla major
efektor sitokinlere odaklanir. En kabul gormiis standart yaklasim TNF blokajlaridir (anti-
TNF) (Neurath, 2014, Nakase ve digerleri, 2022, Strober ve digerleri, 2007). Molekiiler
hedefli tedavilere ragmen indiiksiyon faz1 sirasinda tedaviye direngli UK’li hastalarin orani

%33-55 arasindadir (Nakase ve digerleri, 2022).

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin (IBH), ozellikle de iilseratif kolit gibi alt
tiplerinin tedavisinde, giinlimiizde halen kortikosteroidler ve bazi durumlarda non-steroid
antiinflamatuvar ilaglar (NSAID) kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin uzun sireli
kullanimina bagh gelisen ciddi yan etkiler ve etkinligin sinirli kalmasi, yeni ve daha giivenli
ajanlara olan ihtiyaci ortaya koymaktadir. IBH'ler igin spesifik bir tedavi yoktur ve tedavinin
odak noktas1 destekleyici Onlemler ve anti-inflamatuar ve immiinosiipresif ilaglarin

kullanimidir (Bruscoli ve digerleri, 2021).

Glikokortikoidler (GK)'ler, laboratuvarda da sentezlenebilen ve yaygin olarak
kullanilan kortizol, kortizon, kortikosteron gibi endojen molekiillerdir. IL-1, TNF ve IL-6
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gibi sitokinler tarafindan aktive edildiginde, hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aksi,
GK'lerin iiretimini ve salgilanmasini tetikler, inflamasyon {izerinde etki eder ve bdylece
dogustan ve adaptif bagisiklik sisteminin bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu, gogiinii ve
cogalmasini engeller. MAPK yolu ve NF-kB transkripsiyonel aktivitesine miidahale ederek
ve sonug olarak inflamatuar ve immiin aracili reaksiyonlar1 diizenler (Bruscoli ve digerleri,
2021). Glukokortikoid tedavisinin faydali anti-inflamatuar etkisi tartismasizdir, ancak
neredeyse her viicut dokusu glukokortikoid reseptdrleri igerdiginden ve bu hormonlar i¢in
potansiyel bir hedef oldugundan, bu ilaglar1 alan hastalarda ¢ok sayida istenmeyen toksik
etki de ortaya c¢ikabilir. Hem ila¢ kesilmesinden hem de yiiksek doz tedaviden kaynaklanan
iki farkli yan etki profili ortaya cikarir. Ates, miyalji, artralji ve halsizlikten olusan
karakteristik bir kortikosteroid yoksunluk sendromuna neden olabilecegi gibi uzun siireli
kortikosteroid tedavisi, hipofiz-adrenal ekseninin baskilanmasina neden olabilir ve normale
donmesi bazi hastalarda dokuz aya kadar siirebilir. Ayrica, hipertansiyon, hiperglisemi,
immiinosupresyon, peptik iilser, osteoporoz, miyopati, davranmis bozukluklari, posterior
subkapsiiler katarakt, biiyiime inhibisyonu ve Cushing sendromudur. Geng hastalar 6zellikle
biiylime geriligi, osteoporoz ve katarakt gibi baz1 biiyiilk komplikasyonlarin gelisme riski
barindirir (Kusunoki ve digerleri, 1992). Kortikosteroidler, genellikle remisyonun
idamesinde yetersiz kalmakta ve hastalarin énemli bir kisminda bagimlilik veya tedaviye
diren¢ gelismektedir (Dubois-Camacho ve digerleri, 2017). Bu ilaglar; osteoporoz,
hiperglisemi, hipertansiyon, ruhsal bozukluklar, HPA aks baskilanmasi, glokom,
enfeksiyonlara yatkinlik gibi ¢ok sayida sistemik yan etkiye yol agmaktadir (Bruscoli ve
digerleri., 2021; Buchman, 2001; Dorrington ve digerleri, 2020). Ayrica kortikosteroid
kullanan IBH hastalarinda vendz tromboemboli riskinin anlamli dl¢iide arttigi, bu etkinin
yalnizca inflamasyonla degil, dogrudan pro-trombotik etkilerle iliskili oldugu ortaya
konmustur (Székely ve digerleri, 2024). Bu bulgular 1s1¢inda, son kilavuzlarda
kortikosteroidlerin yalnizca kisa stireli kullanilmalar1t ve miimkiinse erken doénemde

biyolojik ajanlara gecilmesi dnerilmektedir (Quera ve digerleri., 2023).

NSAID’ler ise non-selektif olarak COX-1 ve COX-2’yi inhibe ederek inflamasyonu
baskilayan ilaglardir. Ancak bu ilaglar, gastrointestinal mukozada ciddi hasara,
iilserasyonlara ve kanamalara yol acabilir (Kankuri ve digerleri, 2001). Bu nedenle kolit
tedavisinde klasik NSAID’lerin kullanimi risklidir. Kankuri ve digerleri (2001), indometazin
ve aspirin gibi klasik NSAID’lerin TNBS kolit modelinde 6demi veya ndtrofil
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infiltrasyonunu azaltmada etkisiz oldugunu gostermistir. Ayrica deksametazon dahil higbir
ajan mukozal iilser boyutunu azaltmamistir (Kankuri ve digerleri, 2001). COX-2 selektif
inhibitdrlerinin teorik olarak daha giivenli olmasi beklenmisse de bu ajanin COX-2 haberci
riboniikleik asit (mRNA) ekspresyonunu azalttig1 ancak hem makroskobik hem de histolojik
iyilesme saglamadigi gosterilmistir. Tiim sicanlarda ciddi ishal, kolon kalinlagmasi ve
ilseratif inflamasyon devam etmistir (Paiotti ve digerleri, 2009). NSAID kullaniminin kolit
tizerindeki potansiyel olumsuz etkileri nedeniyle NSAID kullanimindan kaginilmasi ve
bunun yerine agri yonetimi i¢in parasetamol kullanmalari tesvik edilmektedir. NSAID
kullanimu ile IBH alevlenmesi arasindaki baglantiy1 incelenmis olsa da sonuglar ¢eliskilidir

(Moninuola ve digerleri, 2018).

Beslenme yoluyla alinan dogal antioksidanlar da bu siiregte 6nemli rol oynamaktadir.
Vitamin C, E, polifenoller ve flavonoidler gibi bilesikler yalnizca ROS nétralizasyonunu
artirmakla kalmaz, ayni zamanda bagirsak mikrobiyotasi {izerinde olumlu etki yaparak
epitel bariyer biitiinliigiinii koruyabilir. Bu sayede inflamasyon dongiisii baskilanabilir ve

bagirsak sagligi desteklenebilir (Li ve digerleri, 2023).

Kolit tedavisinde hala klasik tedavilerin yaygin oldugunu ancak kiiratif sonuglarin
elde edilemedigi, bu nedenle hastaligin patogenezine yonelik yeni stratejilere yonelmenin
gerekliligini vurgulanmaktadir (Ferretti ve digerleri, 2022). Kortikosteroid ve NSAID’lerin
simirliliklart sadece etkinlik diisiikliigiiyle degil; ayn1 zamanda ciddi metabolik, norolojik,
endokrin, enfeksiydoz ve hematolojik komplikasyonlarla da ilgilidir (Buchman, 2001;
Dorrington ve digerleri, 2020; Székely ve digerleri, 2024). Bu durum, inflamasyonun
yalnizca prostaglandin ve sitokin diizeyinde degil, ayn1 zamanda redoks dengesizlik ve

epitel biitlinliik kaybr ile iligkili oldugunu gdstermektedir.

2.2. Deneysel Kolit Modelleri

TNBS ve DSS, en ¢ok bilinen kolit modellerindendir (Antoniou ve digerleri, 2016).
Kolit modellerini indiiklemek i¢in en ¢ok kullanilan kimyasallar, Thl tepkisini destekleyen
2.,4,6-trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) ve Th2 tepkisini destekleyen dekstran siilfat
sodyum (DSS) dir (Modesto ve digerleri, 2022).
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DSS ile indiiklenen kolit ve TNBS ile indiiklenen kolit modelleri, IBH'yi indiiklemek
icin en yaygin sekilde kullanilir. DSS'nin kullanimi kolaydir ve insanlarda iltihaplanmay1
tetikleyerek iilseratif kolite benzeyen sonuglar elde edilir, icme suyuna eklenerek kullanilir.
Akut veya kronik kolit modeli ve ciddiyeti, doza ve uygulama siiresine gore degisir
(Modesto ve digerleri, 2022). DSS kolonik inflamasyona yol agan bir toksin olarak, antijen
ve luminal bakterilerin bagirsak mukozasina girmesine ve enfeksiyonun yayilmasina neden
olur. Ayn1 zamanda ilerleyici kriptalarin kaybi séz konusu oldugundan iBH’deki lamina
probria hiicrelerinin aksine epitelyal hiicreler lizerine dogrudan bir etkisi vardir. En yaygin
uygulama iyilesme donemleri ile tekrarlanan 3-5 dongiide igme suyuna %2-10 araliginda
ilavesiyle DSS’ ye maruz birakmaktir. Fakat hayvanlarin farkli miktarda tiiketimi bir

dezavantajdir ve dongii sayisinin fazlaligi 6liimlere yol acabilir (Lee ve digerleri, 2023).

2.2.1. TNBS ile indiiklenen Kolit Modeli

Bir hapten reaktifi olan 2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS)’nin neden oldugu
kolit, kolonik mukozanin nétrofiller ve makrofajlar tarafindan infiltrasyonu ve sitokinlerin
Thl profili dahil olmak iizere iltihap aracilarinin artmasi ve histolojik 6zellikleri
bakimindan insanlardaki iilseratif kolite benzer (Kazi ve Qian, 2009). TNBS i¢in en
bilinen yontem etanol ile birlikte TNBS’ nin rektal olarak uygulanmasidir. Etanol bagirsak
duvart bariyerini kirmak icin bir ara¢ olarak gorev yapar. TNBS ise ciltle temas eden bir
hapten gorevi gorlir. Molekiil agirliginin fazla olmasi immiinolojik tepkilerin ortaya
citkmasina neden olur. Tek bir uygulama akut Thl inflamasyonunu yansitir. Thl
inlamasyonu CD4'T hiicrelerinin kolonda yogun bir infiltrasyonunu ve proinflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasini igerir (Antoniou ve digerleri, 2016). TNBS modeli, bagirsak
iltihabinin kolayca uyarilabilen, hizli, giivenilir, saglam ve yiiksek oranda tekrarlanabilirlige
sahip bir hayvan modelidir. Hastaligin indiiksiyonu hizli bir sekilde meydana gelir ve
TNBS’ de inflamasyon intrarektal uygulamadan 4 ila 7 giin sonra ortaya ¢ikar ve en fazla
yaklasik 8 hafta boyunca yavas yavas kronik bir yapiya dogru ilerler. Kronik TNBS
kaynakl1 kolit modelinin protokolleri, TNBS dozu, TNBS uygulamasinin derinligi, hayvan
tiirli ve siireye gore degisir. Ayrica dort haftaliktan daha kiiclik hayvanlarda inflamasyon

siddeti hayvanlarin 6liimiine neden olabilmektedir (Modesto ve digerleri, 2022). TNBS
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bagirsakta fibrotik siiregleri incelemek igin daha ¢ok kullamlir. inflamasyon akut ve kronik
olarak indiiklenebilir. Diizenli kronik uygulamalarinda adenokarsinomu
tetikleyebilmektedir. 2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS), insanlarda T hiicresi
aracili transmural kolite neden olabilir ve Oncesinde intrarektal etanol uygulamasi ile
bagirsak mukozasina zarar verilerek duyarlilagtirma saglanir. Boylelikle TNBS bagirsak
duvarina kolayca niifuz edebilir. Daha sonra kolonik veya mikrobiyotadan tiiretilmis
proteinlerin haptenizasyonu, B hiicrelerinin ve Thl tipi yanitlar1 olusturur. Tek doz rektal
uygulama, Thl ile iligkili sitokinlerin aktivasyonu ve 2 saat igerisinde iltihabi hiicrelerin
infiltrasyonu ile akut enflamasyona neden olmaktadir. indiiksiyondan yaklasik 6 giin sonra
ikinci TNBS dozu ile gecikmis tip asir1 duyarlilik tetiklenebilir. TNBS konsantrasyonu
icin Onerilen dozlar degiskenlik gosterse de genel olarak farelere, 3 giinliilk rektal
lavmandan sonra 6tenazi yapilir. IL-17 ve IL-23 seviyelerinin artis1 ile karakterize olan
kronik koliti indiikleyebilmek icin yaklagik 45 ila 49 giin siiren haftalik rektal TNBS
lavmani gereklidir. Aym1 zamanda 6 haftalik doz uygulamasi fibrozisi de indiikler.
TNBS'nin indiikledigi fibrogenez ayn1 zamanda NF-kB aktivasyonuna da baglidir. TNBS
modelinin avantaji, deneysel uygulamanin kolayligi ve kolitin belirli 06zelliklerinin
varligidir. Fakat bu modelde, TNBS lavmaninin rektal uygulanmasi nedeniyle inflamasyon
distal kolonda kisitlanabilir, ayrica kullanilan murin suslar1 arasinda farkliliklar olabilir
(Lee ve digerleri, 2023). 2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) modeli maliyet
etkinligi, kolay indiiksiyon ve genis doku g¢esitliligi nedeniyle kolit indiiklemek ig¢in
yaygin olarak kullanilir. TNBS modelinde bagirsak epitelyal hiicre bariyerini bozmak igin
ve TNBS'nin bagirsak duvarina niifuz etmesini ve konakc1 bagisiklik sistemi tarafindan bir
hedef olarak taninmasini saglamak i¢in alkol gereklidir bu nedenle, etanolik bir ¢ozelti
seklinde rektal olarak damlatilir (Ferreira-Duarte ve digerleri, 2021). Bu modelde kolit
siddeti ve etkilenim diizeyini analiz etmek i¢in bazi mikroskobik, makroskobik ve
fizyolojik degisiklikler incelenir (Ferreira-Duarte ve digerleri, 2021). Kolitin fizyolojik
izlenmesinde viicut agirligi, yiyecek ve sivi alimi, digki miktar1 gibi parametreler takip
edilir (Ferreira-Duarte ve digerleri, 2021). TNBS modelinde hayvanlarda piloereksiyon ve
hareket kaybi1 gozlenir. Kolitin baslangi¢ ve siddeti, hayvan tiiriine ve etanol ile TNBS
dozuna gore degismektedir. 3. giline kadar viicut agirliginda azalma, daha sonra artmaya
baslar fakat TNBS ile baslangic agirligina donemez. Ayrica 6liim orani 8. Giinde % 55’ e
ulagmistir (Antoniou ve digerleri. 2016). TNBS uygulamadan 6nce 12- 24 saatlik bir orug
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gereklidir. Hafif eter anestezisinden sonra dozu ayarlanmis TNBS, uygun bir poliiiretan
katater ile anal esikten 4-8 cm proksimale girilerek verilir. Hayvanlar uygulamadan sonra
birka¢ dakika basasagi tutulur. Genel olarak kullanilan dozlar 50-150 mg/ kg araligindadr.
Model kurucusu tarafindan (Morris ve digerleri, (1989) 100 mg/ kg olarak uygulanmaistir.
Etanol konsantrasyonu ise % 30-50 arasinda degismektedir. 50 mg/ kg cok diisiik siddette
kolit (kilo kayb1 olmaksizin), 150 mg/ kg ise asir1 inflamatuvar reaksiyona neden olarak
%20-30’1uk 6liim oran1 ile ¢ok yiiksek siddette kolit olusturur (kilo kayb1 %10’dan % 20’ ye
cikar). 100-150 mg/ kg arasinda belirgin fark bulunamamistir. 100 mg/ kg uygulama
yaklagik %65 fokal hiperemi ve iilserasyonlar ile birlikte kolonda kalinlagsma
gostermislerdir. Genel olarak kolit diizeyi zayif, orta, giiclii ve siddetli olarak 4 gruba ayrilir
(Antoniou ve digerleri, 2016). TNBS koliti anti-TNF- alfa, kortikosteroidler, dogal bilesikler
ve geleneksel tip uygulamalarinin kolit immiinopatogenezinde arastirilmasi i¢in tercih
edilen ucuz bir yoldur. Model basit, diisiik ve maliyetli ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Bazi
dogal sinirliliklar1 nedeniyle hastalik tablosunun tam olarak yansitmasa da giiglii bir

modeldir (Antoniou ve digerleri, 2016).

2.2.2. TNBS ile kolit modelinde biyokimyasal ve histolojik mekanizmalar

TNBS kaynakli kolit modelinde en 6nemli sitokinler TNF-a ve IL-12” dir. Tedavide
anti IL-12’ler Onerilmistir. Ayrica IL-23 reseptorii koruyucu rol oynamaktadir. Thl7
hiicreleri IL-17 tireten lenfoid hiicreler indiikler. IL-17 reseptorii yoklugu TNBS’ ye karsi
direng olusturmustur. IL-17 reseptorii olmayan fareler vahsi tip farelere gore daha az kilo
kaybina ugramislardir. IL-23, Th 17 ve mukozal T folikiiler yardimci hiicrelerden salgilanir
ve koruyuculugu yliksektir (Antoniou ve digerleri, 2016). Ayrica, IFN-y, IL-12 ve IL-23
tiretiminin arttigr goriiliir. IL-12 inflamasyonu tetiklerken, IL-23 daha sonraki kronik
inflamasyonda etkili olur. Inflamasyonun baslangi¢ asamalarinda TNF-a, IL-1p ve IL-6
gibi dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan {iretilen sitokinler baskin iken, daha
sonra, Thl ve Th2 ile iligkili sitokinler sirasiyla erken ve ge¢ fazlarda baskindir.
Dolayisiyla Th17 ile iliskili sitokinler muhtemelen UK'nin her iki fazinda da rol oynar
(Nakase ve digerleri, 2022). TNBS’ nin etanol ile kombinasyonu yoluyla siganlarda
olusturulan kolit modelinde kolonda TNF-alfa, IL-1B ve IL-6 diizeylerinin arttig1 hem elisa
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testinde hem de mRNA aktivitesi analizlerinde gosterilmistir. IL-6 ve IL-1B kolondaki
epitelyal hiicre fonksiyonunu etkileyerek, epitelyal hiicre Oliimiine ve nétrofil
agregasyonuna neden olur (Bai ve digerleri, 2007). Akut inflamasyonda proinflamatuar
sitokinler siddetli, kronik inflamasyonda ise daha zayiftir. TNBS ile 4 haftalik maruziyet ile
kronik bir iilseratif kolit modeli olusturulabilecegi gosterilmistir (Silva ve digerleri, 2022).
TNBS, etanol ile birlikte rektal olarak uygulandiginda, kolon mukozasinda bariyer hasarina
neden olur. Bu hasar, TNBS'min kolon proteinleriyle reaksiyona girerek hapten-protein
kompleksleri olusturmasina olanak tanir. Bu kompleksler, bagisiklik sistemi tarafindan
yabanct olarak taninir ve giiclii bir Thl tipi bagisiklik yanitini tetikler. Sonug olarak, CD4* T
hiicreleri, makrofajlar ve notrofiller gibi inflamatuvar hiicreler kolon dokusuna infiltre olur.
Bu hiicreler, TNF-a ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinler salgilayarak inflamasyonu
stirdiiriirler. Bu siireg, mukozal {ilserasyonlara, nekroza ve kanamaya yol agabilir (Antoniou
ve digerleri, 2016; Morris ve digerleri, 1989). Ozellikle ilk 1-5 giin arasindaki degisiklikler
modelin akut fazin1 temsil eden siiregte gelisen histopatolojik bulgular, yalnizca
mikroskobik bulgular degil, ayn1 zamanda altta yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1

da yansitir.

TNBS ile indiiklenen kolit modelinde gozlenen histopatolojik bulgular, genis bir
inflamatuvar yanit profiliyle karakterizedir. En dikkat c¢eken bulgulardan biri,
inflamasyonun sadece mukozada sinirli kalmayip transmural olarak, yani submukozadan
muskularis propria’ya ve hatta serozaya kadar yayilmasidir (Antoniou ve digerleri., 2016).
Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, kolit lezyonlarmin en temel bulgularindan biridir. Basta
notrofiller olmak iizere, lenfositler ve makrofajlar gibi hiicreler lamina propriada birikir. Bu
infiltrasyon mukozayla sinirli kalabilecegi gibi, submukozaya ve kas tabakasina kadar
ilerleyebilir (Morris ve digerleri., 1989; Villanacci ve digerleri, 2021). Submukozal dokuda
gelisen 6dem, inflamasyon sirasinda damar gegirgenliginin artmasiyla interstisyel alanda
sivt birikmesi sonucu olusur. Bu, histolojik olarak submukozada bosluklar, kollajen
liflerinde ayrisma ve lenfatik distansiyon seklinde degerlendirilir (Kellermann ve Riis,
2021). Epitel bitiinliigiiniin  bozulmasi, yiizey epitelinde dokiilme (deskuamasyon),
diizensizlik ve hiicreler arasi baglantilarin kaybiyla karakterizedir. Apoptoz ve inflamatuvar
hiicre saldiris1 bu duruma neden olur (Cerilli ve Greenson, 2012; Zhu ve digerleri, 2020). Bu

durum, mukozal bariyerin kayb1 ve antijen gecisinin kolaylagmasi1 anlamina gelir.
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Ayn1 zamanda kript distorsiyonu, kript apseleri, iilserasyon ve goblet hiicre kaybi gibi
mukozal biitiinliik bozukluklar1 da belirgin sekilde tanimlanmistir. Bu parametreler, 6zellikle
inflamasyonun siddetli oldugu akut fazda one ¢ikmaktadir. Histolojik degerlendirmelerde
kriptlerin liimeninde nétrofillerin biriktigi ve bu nedenle apselerin olustugu gdzlenmistir
(Antoniou ve digerleri, 2016). Kolonik kriptler (Lieberkiihn kriptalar1), kalin bagirsak
mukozasinda yer alan, epitel hiicrelerinden olusmus tiibliler yapidaki invajinasyonlardir.
Kriptler, epitel hiicrelerinin yenilenme yeridir; kok hiicreler burada bulunur ve yukar1 dogru
farklilagarak epitel tabakasini olusturur (Barker, 2014). Kriptlerin i¢inde mukus iireten
goblet hiicreleri, absorptif kolonositler ve nadiren enteroendokrin hiicreler yer alir. Bu yapi,
mukozal bariyerin devamliligini saglar ve intestinal homeostazin korunmasinda kritik rol

oynar (Van Der Flier ve Clevers, 2009).

Kript yapilarinda gozlenen bir diger Oonemli bulgu ise kript apsesidir. Akut
inflamasyonun yogun oldugu alanlarda nétrofiller kript limenine go¢ eder ve burada birikir.
Bu, mikroskop altinda kript i¢i yogun nétrofil infiltrasyonu olarak izlenir ve inflamasyonun
aktifligini yansitir (Treuting ve Hsu, 2017; Sokol ve digerleri, 2010). Epitel hiicre
yenilenmesinin merkezi olan kolonik kriptler, inflamasyon sirasinda distorsiyon, atrofi veya
dilatasyon gibi yapisal bozulmalara ugrayabilir. Bu durum kript yikimi olarak tanimlanir.
Kriptlerdeki bu deformasyon, kok hiicre dongiisiiniin bozulmasiyla iliskilidir ve kronik

hasarin 6nemli bir gostergesidir (Kellermann ve Riis, 2021; Cerilli ve Greenson, 2012).

Goblet hiicreleri, kolonik mukozada bulunan ve mukus salgilayarak epitel yiizeyini
koruyan 6zellesmis epitel hiicreleridir. Inflamasyonun epitel hiicrelerini hedef almasiyla
birlikte goblet hiicre kayb1 da dikkat ¢eker. Goblet hiicreleri, mukus iiretiminden sorumludur
ve inflamasyon sirasinda mukus graniillerini hizla bosaltarak soniiklesir veya apoptoza
ugrayarak tamamen ortadan kaybolabilir (Yang ve Yu, 2021; Specian ve Oliver, 1991).
Bunun sonucunda epitelde diizlesme ve mukozal yiizeyin savunma kapasitesinde azalma
gozlenir. Kolitte, oOzellikle TNBS ile indiiklenen deneysel kolit modelinde, goblet
hiicrelerinde belirgin bir azalma goriilmektedir. Bu kayip hem hiicre oliimii hem de
farklilasma basamaklarindaki bozulmalarla iliskili iki temel mekanizmaya baglanir. Ilk
olarak TNBS kolit modelinde gelisen inflamatuvar yanit sirasinda epitel bariyeri, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), TNF-a, IL-1p gibi sitokinlerin etkisiyle hasar goriir. Bu hasar, yiizeyel
epitelde yer alan goblet hiicrelerinin nekrozu veya apoptozuna neden olur (PerSe ve Cerar,

2012). Diger bir mekanizma ise, farklilasmanin baskilanmasidir. Inflamatuvar mikrogevre,
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intestinal kok hiicrelerin goblet hiicrelerine yonelmesini engeller (Van Es ve digerleri.,
2005). Inflamasyonun ilk evrelerinde, mevcut goblet hiicreleri asir1 mukus salgilamasi
nedeniyle bosalmasi sonucunda goblet hiicreleri soniiklesir veya tamamen dejenere olur
(Specian ve Oliver, 1991). Bu nedenle goblet hiicre kaybi, kolit patogenezinde hem bir

sonug¢ hem de ilerleyici hasarin 6nemli bir gdostergesidir.

TNBS ile indiiklenen kolitte, apoptoz baslica intestinal epitel hiicrelerinde gozlenir
(Zhu ve digerleri, 2020; Huang ve digerleri, 2023). Nekroz, epitel hiicrelerinde ATP
eksikligi, kalsiyum yliklenmesi ve lizozomal enzimlerin aktivasyonu sonucu gelisen yapisal
bozulmadir. Bu siiregte hiicre membran biitiinliigii kaybolur, hiicre siser ve igerigini ¢evre
dokuya salar (Huang ve digerleri, 2023). Nekrotik bolgeler, mikroskobik olarak hiicre
cekirdeginin kayboldugu, hiicre smirlarinin silindigi yapilar seklinde izlenir TNBS
uygulamasi sonrasi gelisen siddetli inflamasyon, oksidatif stres ve ATP diisiisii ile birlikte
epitel hiicrelerinde kontrolsiiz hiicre 6limii (nekroz) goriiliir. Hiicre i¢i kalsiyum artisi
lizozomal membran yikimina, proteaz (kalpain) ve hidrolaz aktivasyonuna yol acar. Bu
siireg, hiicre sismesi, membran riiptiirii ve igerik salinimiyla sonuglanir (Huang ve digerleri,
2023). TNBS’nin etanol ile birlikte uygulanmasi, epitel bariyeri dogrudan bozar. Bununla
birlikte inflamatuvar mediatorler (6zellikle NO, PGE. ve TNF-a) hiicre Oliimiinii artirir.
Epitel hiicreleri apoptoz/nekroz ile dokiiliir, lilserasyonlar gelisir. Submukozada 6dem ve

fibrin birikimi eslik eder (PerSe ve Cerar, 2012).

TNBS'in dogrudan kimyasal etkisi ve inflamatuvar siireclerle birlikte gelisen apoptoz
ve nekroz, epitel hiicrelerinin 6lmesine ve mukozal bariyerin kaybina neden olur (Huang ve
digerleri, 2023). Bu siire¢ sonucunda gelisen iilserasyon, TNBS ile indiiklenen kolit
modelinde epitel biitiinliigliniin tamamen bozuldugu, yalnizca epitelin degil, ayn1 zamanda
epitel alt1 yapilarin da hasar gordiigii, bazal membranin yikildig1 ve altindaki lamina propria
veya submukozanin agiga ¢iktig1 derin dokusal yikim alanlari olarak tanimlanir ve ciddi bir
mukozal yikim tablosunu yansitir. Bu bolgelerde fibrin birikimi, fibrin6z eksiida, hiicresel
dokiintii, graniilasyon dokusu ve yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenir. Ulserler
genellikle apoptoz ve nekroza ugrayan epitel hiicrelerinin kaybi sonucu geligir. Ulser
kenarlarinda re-epitelizasyon gecikmistir veya minimaldir. Bu durum, iilserlerin
kroniklesmesine ve iyilesmenin siirli kalmasina neden olur (PerSe ve Cerar, 2012; Huang
ve digerleri, 2023). Kolonik mukozada fokal veya diffiiz iilserasyonlar ile epitelde yiizeyel

veya tam kat nekroz gozlenebilir. Mukozal iilserler inflamasyonun siddetine bagli olarak
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submukozaya kadar ilerleyebilir. Bu bolgelerde fibrin birikimi, kanama odaklar1 ve nekrotik
epitel hiicreleri dikkati ceker (Per§e ve Cerar, 2012). Ulserasyonlar, kolon mukozasinda
inflamasyona bagli olarak gelisen en belirgin bulgulardan biridir. Bu durum, epitel
tabakasinin kaybiyla karakterize edilir ve ylizeyde erozyon, graniilasyon dokusu birikimi ve
kanama odaklariyla kendini gosterir (Villanacci ve digerleri, 2021; Antoniou ve digerleri,
2016). Ulserler genellikle fibrindz eksiida ile kaplidir ve ciddi mukozal hasarin gdstergesi

olarak degerlendirilir

Kolit modellerinde sik karsilasilan bir bulgu da kolon duvari kalinlagsmasidir. Bu
kalinlasma; mukoza, submukoza ve kas tabakasindaki 6dem, hiicresel infiltrasyon ve
fibrozis nedeniyle meydana gelir (PerSe ve Cerar, 2012; Kellermann ve Riis, 2021).
Makroskobik olarak da goézlenebilen bu bulgu, inflamasyonun siddetini yansitir. Kronik
inflamasyon derin dokulara ilerlediginde muskularis propria tabakasinda da tutulum
meydana gelebilir. Bu, kas liflerinde hipertrofi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve fibrotik
degisikliklerle karakterizedir (Villanacci ve digerleri, 2021). Kas tabakasi kalinlagmasi,

bagirsak motilitesini de etkileyebilir.

TNBS ile olusturulan kolit modelinde Ilk giinlerde kolon duvarinda yogun nétrofil ve
makrofaj infiltrasyonu, ilerleyen giinlerde ise lenfosit agirlikli infiltrasyon gelistigi
bildirilmistir. Bu da modelin inflamasyonun akut ve kronik fazlarini ayirt etmede basarili
oldugunu gostermektedir. Ayrica fibrozis, submukozal 6dem ve epitel biitiinliigliniin
bozulmasi gibi kronik faz bulgularina da sikca rastlandigr ifade edilmistir (Antoniou ve

digerleri, 2016).

TNBS uygulamasinda 24 saat sonra mukozal 6dem, hemorajik iilserasyonlar daha
sonra yapisikliklar ortaya ¢ikar. ilk haftada mukoza ve submukozada Idkosit infiltrasyonu
goriiliir ve noétrofiller, makrofajlar ve lenfositler 14 giin sonra mukoza, submukoza ve
muskularis propriaya sizar. 3. giinde makroskobik ve mikroskobik bulgular zirve yapar. 3.
giinde transmural inflamasyon, kolon duvar kalinlagsmasi, iilserasyonlar, goblet hiicre kaybi
ve fibrozis ortaya cikar. 7. giinde lenfosit infiltrasyonunun biiyiik miktarda olusu kronik
inflamasyonun &nemli bir isaretidir (Antoniou ve digerleri. 2016). Ulseratif kolit modelinde
hayvanlarda belirgin hiperemi, kanama, iltihaplanma, nekroz, iilser ve bagirsak duvari
kalinlagsmasiyla diger doku ve organlara yapisiklik gozlenmistir (Antoniou ve digerleri.

2016). %30’ luk etanol ¢ozeltisi ile yapilan TNBS kolit modelinde, 7-8 giinliik
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protokolden sonra Inflamatuvar infiltrasyon ig¢in mononiikleer hiicreler, nétrofiller,
eozinofillerin varligi, grandiiler birimlerin proliferasyonu, goblet hiicrelerin hiperplazisi
ile birlikte mukozal kalinlasma ile karakterize bulgular izlenmistir. Bu bulgular hafif kolit
icin mukoza ile sinirlt gézlenmis ve Lamina propriada zaman zaman lenfoid agregatlar
gozlenmistir (Ferreira-Duarte ve digerleri, 2021). TNBS’nin %30 etanol i¢inde 60 mg/ml
dozunda uygulanmasi ile olusturulan kolit modelinde 8 giin sonra kolon agirliginda 6nemli
bir miktar azalma ile birlikte kolon dokusunda 6dem, fibriform proliferasyon nedeniyle
kalinlasan kolon duvari, iilserasyonlar, yer yer kanama ve kizarikliklar ve epitel nekrozu
gozlenmistir. Bu ¢aligmada artan MPO aktivitesi ayn1 zamanda histolojik olarak gosterilen
polimorfniikleer hiicrelerin infiltrasyonu ve lipit peroksidasyonu ile inflamasyon ve doku

hasarina neden olmustur (Kazi ve Qian, 2009).

Bu histopatolojik parametreler, deneysel kolit modellerinde tedavi etkinligini

degerlendirmek ve inflamasyonun boyutunu anlamak i¢in kritik 6neme sahiptir.

2.3. K Vitaminleri

K vitaminleri 2- metil-1,4 naftokinon halkas1 ve degisken alfalitik zincir ile benzer bir
yapida olan bir dizi vitamin grubudur (Zheng ve digerleri, 2021). K Vitamini, 1929 yilinda
kanm pihtilagmasi icin gerekli bir madde olarak Nobel Odiilii sahibi Danimarkali bilim
adam1 Henrick Dam tarafindan kesfedilmis ve “Koagiilasyon (pihtilasma)” kelimesinin bas
harfi ile isimlendirilmistir (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). Bu vitaminler, kalsiyum
metabolizmasinin diizenlenmesinde ve kan pihtilasmasi homeostazinda gorevli proteinlerin
tretimi i¢in gereklidir (Ejder ve Ekici, 2024). Tim K vitaminleri ortak bir 2-metil-1,4
naftakinon halka yapisindadir. Sadece yan zincirlerin uzunlugu ve doygunluk derecesi

bakimindan farklidirlar (EFSA, 2014).

Bugiin, “K vitaminlerinin” filokinon (K1 vitamini), menakinon (K2 vitamini) ve
menadion (K3 vitamini) dahil olmak {izere izopropil yan zincirlere sahip, yagda ¢odziinen bir
grup 2-metil-1,4 naftokinon tiirevini kapsadigi iyi bilinmektedir. K vitaminlerinin aktivite
mekanizmasi, K vitaminlerine bagimli proteinler tarafindan translasyon sonrasi
modifikasyonu yoluyla kan pihtilasma faktorleri olan plazma proteinlerini (protrombin,

faktor VII, IX, X) aktive eden indirgenmis K vitaminleri (KH2) formuna atfedilir
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(Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). Genel olarak K vitaminleri memelilerde kanin
pihtilasmasinda ve kemik metabolizmasinda gorev alir (Tanaka ve digerleri. 2010). K
vitaminleri protrombin, faktér VII ve protein C gibi K vitaminine bagli proteinler ve
prokoagiilan veya antikoagiilan mekanizmalarla kan pihtilasmasinda rol oynar (Zheng ve
digerleri, 2021). K vitaminleri karacigerde metabolik olarak aktifleserek K vitamini bagimli
proteinlerin (VKDP) aktivasyonuna yardimci bir kofaktdr haline gelirler. Ik olarak NADH
dehidrogenaz tarafindan yar1 kinon formlarina indirgenirler ve belirli proteinlerdeki (Gla
proteinleri) glutamil kalintilarin1 gama -karboksi-glutamik asit kalintilarina karboksilatlayan
gama- karboksilaz i¢in bir kofaktor olarak gorev yapar (Sekil 1). Bu Gla proteinleri 60
yildan uzun siiredir bilinen normal kan pihtilagmasi, kemiklerin ve atardamarlarin
normalligi i¢in onemlidir (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021; Lai ve digerleri, 2022;
EFSA, 2014). Bu nedenle, K vitamini antagonistleri, “K vitamini dongiisii” sirasinda K
vitamini rediiksiyonunu ve hedef alarak pihtilagmay1 engeller (Kieronska-Rudek ve
digerleri, 2021). Vitamin K' ya bagimli y-karboksilasyon ayrica antikoagiilan proteinler
(protein C, S, Z ve ekstrahepatik dokularda tanimlanan) i¢in de tarif edilmistir. Bircok K
vitamini bagimli protein vardir. Ornegin; osteokalsin kemik metabolizmasini ve insiilin
duyarliligin1 diizenler, matriks Gla proteini vaskiiler kalsifikasyonda rol oynar, apoptotik,
mitojenik ve miyelinizasyon gibi islemlerin yaninda inflamasyon ve trombosit agregasyonu
ile baglantilidir ve periostin ise kalbin yeniden sekillenmesinde kritik 6neme sahiptir (Ejder
ve Ekici, 2024; Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021; Zheng ve digerleri, 2021). Gama-
karboksilasyonlu glutamat kalintilari, pihtilasma faktorlerinin olusumuna ve protrombin,
faktor VII, IX ve X, protein C ve S gibi gama-karboksilasyonlu proteinlere, kemik ve damar
diiz kasinda bulunan proteinlere posttranslasyonel kalsiyum baglanmasina izin verir
(Aldrich ve Regal, 2019). K vitamini kan pihtilagsmasinda rol alan protrombin sentezinde
gbrev almanin yani sira plazma, bobrek ve diger dokulardaki proteinlerin sentezinde gérev

alir (Andrade ve digerleri, 2017).
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Sekil 1. K vitamini bagiml proteinlerin Gama-Karboksilasyonu (Lai ve digerleri, 2022).

K vitaminlerinin, K1, K2, K3, K4 gibi formlar1 bulunmaktadir (Sekil 2). K vitaminleri
dogal ve kimyasal sentez yoluyla meydana gelir (Lai ve digerleri, 2022). K vitamininin
bilinen 3 anaformu olan K1 vitamini (filokinon), K2 vitamini (menakinon), K3 vitamini
(menadion) yagda c¢oziinen (lipofilik) vitaminlerdir (Tanaka ve digerleri. 2010).
Fitomenadion veya filokinon (K1 vitamini) ve menakinon (K2 vitamini) K vitaminlerinin
dogal olan iki ana formudur (Aldrich ve Regal, 2019; Zheng ve digerleri, 2021; EFSA,
2014). K1 vitaminleri, yesil yaprakli veya cicekli sebzeler, meyveler, bitkisel yaglar ve
kuruyemisler dahil olmak iizere hem hayvansal hem de bitkisel kaynaklardan gelen
diyetimizde bulunur (Aldrich ve Regal, 2019; Tanaka ve digerleri 2010; Xie ve digerleri,
2024; Zheng ve digerleri, 2021). K1 ayrica alglerde de bol miktarda bulunur (Tanaka ve
digerleri. 2010). K2 vitaminleri (menakinonlar) yumurta sarisi, et, karaciger, peynir, lor
peyniri ve tereyagi gibi besinlerde, ayni1 zamanda fermante edilmis gidalarda da bulunabilir
(Lai ve digerleri, 2022 Xie ve digerleri, 2024). Vitamin K2 ayni zamanda esas olarak
bagirsak florasindaki bakteriler tarafindan sentezlenir (Lai ve digerleri, 2022; Tanaka ve
digerleri. 2010, Xie ve digerleri, 2024; Zheng ve digerleri, 2021). Ancak bu miktarlar
fizyolojik gereksinimleri karsilamak i¢in yetersizdir (Xie ve digerleri, 2024). K2 vitamini
farkl1 yan zincir uzunluklariyla karakterize edilen bir MK grubunu ifade eder. MK'nin 8
formu MK-n olarak temsil edilir; burada "n" izoprenoid sayisim belirtir (Bai ve digerleri,
2022; Xie ve digerleri, 2024). Kisa zincirin en yaygin bigimi olan MK-4 zincirli MK,
hayvansal dokularda bulunurken, uzun zincirli MK'ler (MK-5 ila MK-13) bakteriler
tarafindan sentezlenir. Diyetle alinan vitamin K1’in, endojen olarak doniistiiriildiigii MK-4,
dokularda birikerek viicutta belirli fizyolojik roller iistlenir (Bai ve digerleri, 2022). Normal
diyette daha ¢ok K1, MK-4 ve MK-7 bulunur. MK-4, K3 ve K1 den kismen tiikriik bezi,

beyin, pankreas, iireme organlar1 ve bobrek gibi extrahepatik dokularda enzimatik olarak
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sentezlenir. K1 aliminin %5-25’1 MK-4’e doniisiir. MK’lar ileum mikrobiyotasi tarafindan
sentezlenir. Diski igerigindeki vitamin K bilesimi farkliliklari, MK’larin {iretiminden
kaynaklanir. Bagirsak bakterileri tarafindan sentezlenen MK’lar oldukca fazla olsa da
biyoyararlamimi kétii oldugundan fonksiyonel olarak ana kaynak yine diyettir. IBH,
karaciger ve bobrek hastaliklari, antibiyotik kullanimi gibi faktorler VK eksikligine yol
acabilir. Deneysel calismalarda en ¢cok MK-4 ile MK-7 calisilir (Lai ve digerleri, 2022).
Ozellikle Menakinon-4 (MK-4) miyelinizasyonun yogun oldugu bdlgelerde bulundugundan
bilissel performans bozulmasinin patogenezinde rol alabilecegi diisliniilmektedir (Ejder ve
Ekici, 2024). Tim menakinonlar arasinda MK4 ve MK?7 insan diyetinde en iyi ¢aligilmisg
olanlardir (Xie ve digerleri, 2024). K vitamininin sentetik formlar1 ise K3 ve K4
vitaminleridir (Zheng ve digerleri, 2021). K3 vitamini ise K vitamininin sentetik bir
analogudur ve bir provitamin olarak gorev yapar (Tanaka ve digerleri. 2010). K3 menadion
olarak bilinir ve sentetik olarak {iiretilir ayrica dogal olanlardan 2 kat daha etkilidir (Urus ve
Serindag, 2008). K3 vitamini (menadion) suda ¢oziinlir formu da olmakla birlikte oral
olarak alinan K1 vitamininin bagirsaktaki katabolik bir {iriiniidiir, daha sonra dokulara
iletilerek K2 vitaminine doniistiirtiliir. K1 vitamini agizdan alindiktan sonra serumda diisiik
konsantrasyonlarda K3 vitamini tespit edilebilir (Zheng ve digerleri, 2021). K4 vitamini
(menadiol) suda ¢oziinebilen K vitamininin diger sentetik formudur (Zheng ve digerleri,

2021).

CH,

o
CH Menaquinone-n
3 z :
~ (Vitamin K, MK-n)
n
-13
CH, (n=1-13)
CH;
CH; ) CH
R Menaquinone-4 S o Menaquinone-7
a (MK-4) - (MK-7)
CH; CHy
CH; CH;

Sekil 2. K vitamini tiirevleri (Lai ve digerleri 2022).
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Aslinda, K vitaminlerinin pihtilagmanin ¢ok Otesine uzanan bir dizi aktivite
uyguladigina dair kanitlar birikmistir. Vitamin K'ya bagli mekanizmalar, yalnizca
karacigerde pihtilagsma faktorii sentezinin diizenlenmesinde degil ayn1 zamanda osteoporoz,
osteoartrit, kanser, diyabet, bilis, vaskiiler kalsifikasyon gibi bir dizi baska siire¢ ve
hastalikta da rol oynayabilir (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). K vitamini eksikligi
koagiilopati, osteoporoz, tip-2 diyabet, inflamatuvar bagirsak hastaligi, osteroartrit, kronik
bobrek hastaligi gibi kronik inflamatuvar hastaliklarla iliskilendirilmistir. Fakat bu
antienflamatuvar mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir (Zheng ve digerleri, 2021).
Saglikli yetiskin bireylerde K vitamini eksikligi nadir goriilse de bebeklerde ve yash
bireylerde goriiliir. Genis spektrumlu antibiyotik kullananlarda bagirsakta mikrobiyotanin
oldiiriilmesine bagli olarak K vitamini iiretimi yaklasik %74 azalmaktadir. Inflamatuvar
bagirsak hastalig1 olanlarda, bagirsak hasarinda, K vitamininin malorbsiyonuna bagli olarak

K vitamini eksikligi yasanir (Zheng ve digerleri, 2021).

Son yillarda K vitaminlerinin; bagisiklik, antioksidan kapasite, bagirsak mikrobiyotasi
diizenlemesi, epitel gelisimi ve kemik korumasi iizerindeki yararh etkileri ¢alismalarla 6n
plana ¢ikmaktadir. Tip 2 diyabet, Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarin yan1 sira kanser,
yaslanma ve ateroskleroz gibi inflamatuvar durumlarda ve IBH, tip 1 diyabet, multiple
skleroz, romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda da onleyici ve terdpatik etkiler
gostermektedir (Xie ve digerleri, 2024). K2 vitamini, bakteri florasi tarafindan sentezlenir
ve hepatik dokumuzda bulunur (Aldrich ve Regal, 2019). Diyetle alinan K1 vitamini, daha
sonra ekstrahepatik dokularda biriken K2 vitaminine doniistiiriilebilir (Aldrich ve Regal,
2019). K vitamini depolar1 hem giinliik diyetle hem de endojen bakteriler tarafindan iiretilen
menakinonlarin enterohepatik dolasimi yoluyla korunur. K vitamini eksikligi ¢cogunlukla
ince bagirsak hastaligi, cerrahi rezeksiyon veya safra tikanikligi yoluyla emilimin
azalmasmin sonucudur. Antibiyotikler ve ishalli hastaliklar, endojen menakinon {ireten
gastrointestinal bakteri florasinin sayisini azaltabilir. Ayrica, varfarin gibi K vitamini
aktivasyonunu engelleyen ilaglar da K vitamini depolarini azaltabilir. K vitamini eksikligi
olan veya aktif olarak kanamasi olan hastalara oral, intravendz, subkutan veya intramiiskiiler
olarak uygulanabilir (Aldrich ve Regal, 2019). K vitamini eksikligi baz1 karaciger hastaligi
tiplerinde yaygindir ancak K vitamininin sirotik koagiilopatide kullanimi hakkinda yapilan
caligsmalarda klinik fayda saglamadig1 gosterilmistir Eksiklik, safra akisinin azalmasi veya

ince bagirsak hastalig1 nedeniyle ince bagirsakta emilimin azalmasi, zayif beslenme durumu
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veya kronik hastalik nedeniyle oral alimin azalmasi, azalmis fonksiyon sonucu karacigerin
K vitamini dongiisiinii tamamlama yeteneginin azalmasi veya gastrointestinal flora
tarafindan menakinon iiretiminin azalmasiyla sonu¢lanan antibiyotik kullaniminin artmasi

nedeniyle olusabilir (Aldrich ve Regal, 2019).

Yiiksek doz K vitamini karaciger hasar1 ve hemolitik anemi gibi potansiyel
toksisitelere neden oldugundan bazi iilkelerde yalmizca hayvan yemlerinde sinirh
kullanimina izin verilmektedir. Dogal K vitaminleri 1sikla hizla pargalanirken K3 vitamini

ise son derece stabildir (Zheng ve digerleri, 2021).

2.3.1. K Vitaminleri Metabolizmasi

Diyetle alinan VK bagirsak liimenine ulastig1 zaman safra tuzlar1 ve pankreatik lipoliz
tiriinleri ve diger diyet lipitlerinin karisimi tarafindan emilir. Karisik miseller ince bagirsak
enterositleri tarafindan emilerek silomikronlar halinde paketlenir ve villuslardan ekzositoz
ile gegerek lenfatik kilcal damarlara gecerler ve buradan biiyiik lenfatikler araciligiyla
torasic kanala ve kana karisirlar. Dolasimda periferik dokularin kilcal tabakasina girer ve
lipoprotein lipazin etkisiyle trigliserit iireten silomikron kalintilarinin ¢ogunu kaybeder.
Diyetle anilan K vitamini saf K1 formundan daha yavastir ve serum tepe degerine 4-6 saat
sonra ulasir. Farkli vitamin K formlar1 farkli tasiyicilar tarafindan tasimir. K1 daha ¢ok
trigliserit acisindan zengin lipoproteinler ile taginirken, MK’lar diisik yogunluklu
lipoproteinler tarafindan tasinirlar. K1 daha ¢ok karacigerde dagilirken K2 konsantrasyonu
ekstrahepatik dokularda daha yiiksek bulunur. Diyet K1’1 bagirsakta K3’e doniistiiriiliir ve
dokulara verilir burada MK-4’e doniisiir. K1 ve MK’ler karacigerde metabolize edildikten
sonra ortak pargalayict bir yolla atilirlar. Sonugta glukuronid asit konjugasyonundan sonra
oncelikle safra ve idrarla glukuronidler halinde atilirlar. MK-7’nin yari 6mrii uzun
oldugundan serum konsantrasyonu daha uzun siire yiiksek ve sabit bir konsantrasyonda
tutulur (Lai ve digerleri, 2022). K vitamini safra varliginda ince bagirsakta emilir ve idrar
veya diskiyla atilmadan once karaciger tarafindan metabolize edilir. Oral K vitamininin etki
baslangici alt1 ila 10 saattir ve tepe etkisi yaklasik 24 ila 48 saattir. Intravendz K vitamininin
etki bagslangici bir ila iki saattir ve tepe etkisi 12 ila 24 saat arasinda gercgeklesir. K

vitamininin eliminasyon yar1 6mrii 26 ila 190 saat arasinda degisir (Aldrich ve Regal, 2019).
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Yagda ¢oziinen K vitaminleri bagirsaklardan yaglarla emilerek karacigere gelir., yogurt,
kefir, asitlenmis siit gibi maddeler K Vitamininin bagirsaklardaki bakteriler tarafindan
tiretilmesini arttirir. Fazla E Vitamini alinmasi, asitler, radyasyon ve okside edici ajanlar K
vitaminini etkisizlestirirken, antibiyotikler bagirsak bakterilerine zarar vererek K Vitamini
tiretimini baskilar. K vitamini, incebagirsakta safra ve pankreas sivilarinin yardimiyla lenf
sistemine ve oradan dolasima gecerek karacigere taginir. K vitaminin emilim orani %10-70
arasinda degisir. Fakat K vitamininin suda ¢oziinebilen (siilfitlenmis) tiirleri daha kolay

emilir ve yag sindirimi igin gerekli yardimcilara ihtiya¢ duymaz (Urus ve Serindag, 2008).

Menadionun metabolizmasi, izole edilmis sican karacigerinin radyoaktif K3 vitamini
ile perfiizyonu ile incelendiginde, K3 vitaminin metabolizmasinin hizli oldugu ve yaklasik
%93’ linlin 5 saat icinde metabolize edildigini dogrulanmaktadir. Karaciger tarafindan
tiretilen baslica konjuge {irlin, menadiol glukuronid olmaktadir ve iiretilen konjuge tiirlerin
%70'1 tanimlanamasa da agirlikli olarak viicuttan atilir. Ana konjuge metabolit safrada
bulunmayan bir tiir olan menadiol siilfattir. K3 vitamini normal si¢anlara ve safra fistiili
olan siganlara hem intravenéz hem de oral olarak uygulandiginda idrarda menadiol
glukuronid ve siilfat konjugatlari idrarla atilirken oral uygulamada glukuronid konjugat1 en
yaygin goriilmiistiir. Bu da menadioliin hem hepatik hem de ekstrahepatik konjugasyonunu
diisiindiirmektedir. Fakat K3 vitaminin menakinonlara nasil (K2 vitamini) nasil doniistiigii
bilinmemektedir. Hepatektomi uygulanmis si¢anlarda K3’iin hizli bir sekilde yok oldugu
tespit edilmistir. K3 ‘lin %70’1 metabolize edilir ve 24 saat i¢cinde idrarla atilir. K vitamini
atiliminin ana yolu safra yoludur (Card ve digerleri, 2014). Menadion oral filokinonun
katabolik bir {iriinii olarak dokularda MK-4’ {in 6nemli bir kaynagini olusturur. Oral olarak
alinan filokinonlar, bagirsakta menadion salinimina neden olur ve mezenterik lenf sistemi ve
kan dolagimi yoluyla dokulara taginarak bilinmeyen bir redoks enzimi tarafindan
indirgenerek MK-4’e doniisiir (Hirota ve digerleri, 2013). Menadion bir elektron veya iki
elektronla yar1 kinon ve menadiol’ e doniistiiriilebilir. Sonrasinda semikinon siiperoksit
iiretimi ile enzimatik olmayan bir sekilde oksitlenir. Menadion hiicrelerde menadiol halinde

bulunur (Bakalova ve digerleri, 2020).
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2.3.2. K Vitaminleri ve Bagirsak Saghg

Calismalar, IBH hastalarmin yaklasik yarisinin vitamin K ve vitamin D dahil olmak
tizere mikronutrient eksiklikleri gosterdigini belirtmistir. VK, bagirsak mikrobiyotasini,
antioksidan fonksiyonunu diizenlemede ve bagirsak mikrobiyotas: ile bagisiklik sistemi
arasindaki etkilesimi diizenleyerek iltihab1 azaltmada rol oynar. VK bagirsak bakterileri
tarafindan sentezlenmesine ragmen, diisiik biyoyararlanimi nedeniyle VK2'nin ana kaynagi
diyettir. IBH olanlarda genellikle bagirsak hasar1 nedeniyle malabsorpsiyonla kars1 karsiya
kalir ve bu da VK2 eksikligine yol acar ve durumu kétilestirir. VK'nin bagirsak
mikrobiyotasinin gesitliligi tizerindeki etkisi onemlidir. VK eksikligi olan hastalarin azalan
cesitliligi, vitaminlerin bagirsak sagligindaki roliinii ve etkili IBH tedavileri olarak
potansiyellerini vurgular. Mikronutrient takviyesi, IBH risklerini azaltmak i¢in umut verici
bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir (Xie ve digerleri, 2024). IBH’ de VK, mikrobiyota ile
bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimi diizenleyerek, bagirsak mikrobiyotasin1i modiile
ederek, antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gostererek IBH'yi hafifletir (Xie ve digerleri,
2024). Peptik {lser, kolit, hemoroid, kanser, malignite, 6zofagus varisleri gibi
gastrointestinal hastaliklarda antikoagiilasyon sik goriilen bir komplikasyondur. Vitamin K
bu hastaliklarda pihtilasmaya katkida bulunur (Lai ve digerleri, 2022). Tromboembolizm
prokoaglukan, antikoaglukan ve fibrinolitik aktdrlerin dengesizliginden kaynaklanir. IBH’de
bagirsak disit onemli bir mortalite nedenidir, mikrotrombiis olusumu ve dolasim bozuklugu
ile kendini gosterir. Protein C karaciger tarafindan sentezlenen bir antikoagiilan proteindir
ve endotelyal yapismay1 onleyerek 16kosit toplanmasini ve sitokin iiretimini engeller. Bu
sistem makrofajlardan salinan sitokinler tarafindan inhibe edilir ve bu sistemdeki bozukluk
IBH patogenezine hiper pihtilasma ile katilir. K vitamini Protein C yollarini aktiflestirerek
hastalik skorlarinit azaltir yeni bir tedavi segcenegi sunar. Diger bir K vitamini bagimli serbest
antikoagiilan Protein S dir ve yetiskin plazmasinda inaktif halde bulunur. Protein S de
inflamasyon iizerinde etkili olur. IBH’ de protein S ve Protein C trombomodulin sistemi
bozulur ve pihtilagmaya katki saglar. Matriks Gla proteini yine K vitamini bagimli bir
proteindir ve kalsiyuma olan affinitesi ile giiclii bir kalsifikasyon inhibitoriidiir. IBH
patogenezinde immiinomodiilatdr rol oynar (Lai ve digerleri, 2022). VK’ lerin prooksidan
ve antioksidan enzimlerin expresyonunu diizenleyerek bagirsakta oksidatif hasar1 azaltma

yetenegi gosterilmistir. VK’nin in vivo sindirim sistemini iyilestirdigi ve antioksidan
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kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (MDA ve karbonil protein miktarini1 azaltarak ve SOD,
GSH, GSH-Px, GST, CAT, GR aktivitelerini arttirarak). In vitro olarak MK-4; INOS, COX-
2, NF-kB, ROS ve kaspaz-1 aktivasyonunun yukari regiilasyonunu doza bagli olarak
baskilayarak oksidatif hasar1 azaltmistir (Lai ve digerleri, 2022). IBH hastalarinda yetersiz
malabsorbsiyon nedeniyle VK eksikligi goriiliir. Fare kolit modellerinde K vitamini
eksikligi olan fareler yalnizca IBH olan farelere gore daha ciddi viicut agirlik kaybi, daha
kisa kolon uzunlugu ve daha yiiksek histolojik puanlar gostermislerdir (Lai ve digerleri,
2022). VK eksikligi olan fareler B hiicrelerinden IL-6 iiretimini yoluyla DSS kaynakli koliti
alevlendirmistir. Ayrica, Ulseratif kolit hastalarinda kemik mineral yogunlugunun az oldugu
gosterilmistir. MK-4’lin antiinflamatuvar etkisi IKK fosforilasyonunu baskilayarak NF-
kB’nin inaktivasyonu seklinde ortaya cikmistir. MK-4 takviyesinin IL-6 ve IL-10
inhibisyonu ile DSS kaynakli koliti iyilestirdigi gosterilmistir (Lai ve digerleri, 2022).
Menadionun dogal KI1/K2 vitaminlerinden farkli olarak bagirsakta dogrudan
antiinflamatuvar ~ mekanizmalar1 ~ uyarabilecegi, epitel ~ bariyer  biitiinliigiini
destekleyebilecegi ve bagirsak mikroflorasini etkileyebilecegi bildirilmistir (Pannia ve
Dowling, 2024). Bu yoniiyle menadion, bagirsak sagligi ve inflamatuvar hastaliklar

baglaminda terapotik potansiyel tagimaktadir.

2.3.3. Menadion (Vitamin K3)

Menadion (K3 vitamini), 2-metil-1,4-naftokinon yapisinda, yan zincirleri olmayan
sentetik bir K vitamini formu olan bir bilesiktir. Vitamin K ailesinin bir iiyesi olup hem
endojen redoks siireglere katilmasi hem de bagirsakta menakinon-4 (MK-4) gibi aktif
formlara doniisebilmesi ile dikkat ¢eker. Menadion, K1 ve K2 vitaminlerinin katabolizmasi
sonucu olusan bir metabolit olarak, bagirsakta hizla emilip ¢esitli dokularda MK-4 sentezine
kaynaklik edebilir. Bu yoniiyle menadion, K vitamini eksikliklerinin giderilmesinde
potansiyel bir dncii molekiil olarak degerlendirilmektedir (Thijssen ve digerleri, 2006;
EFSA, 2014). Menadion olarak da bilinen VK3, VK'nin sentetik bir versiyonudur. Ayrica
bagirsaktan, oral VK1'in VK2'ye doniistiiriilmesinde ara iiriin olarak kaynaklanir (Xie ve
digerleri, 2024). Menadion oldukga kararsiz bir bilesiktir. Diger bir formu olan Menadion

sodyum bisiilfit ise menadion’un suda c¢oziinen bir tlirevidir (He ve digerleri, 2001).
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Menadion memelilerde K2 vitaminine doniistiigiinden bir provitamin olarak bilinir
(Bakalova ve digerleri, 2020). K3 (menadion) da diger K vitaminleri gibi K vitaminine
bagimli proteinlerin translasyon sonrasi y-glutamil karboksilasyonunu destekleyen y-
glutamat karboksilaz (GGCX) i¢in koenzim gorevi goriir (Zheng ve digerleri, 2021). K3
vitaminin daha Onceleri sentetik suda ¢oziinen bir formu oldugu diisiiniilse de 1990’larda
baslayan ¢alismalar bu vitaminin K1 vitamininin oral olarak alinmasiyla bagirsakta iiretilen
bir katabolik iiriinli oldugu anlasildi (Zheng ve digerleri, 2021). K3 vitamini bagirsakta K2
vitaminine doniistiiriilen, lipitte ¢ozilinen lipofilik bir bilesik olarak bakteriyel membranlarda
akiskanlikta bozulmaya yol acarak gecirgenligin artmasi yoluyla bakteriyel hasara yol agan

antibakteriyel etkiler gosterdigi bildirilmistir (Andrade ve digerleri, 2017).

Naftokinonlar, kinonlarin kimyasal ailesine aittir ve sentetik ve dogal {irtinlerde
yaygin olarak bulunur. Menadion dogada bulunmayan 2-metil-1,4-naftokinon yapisindadir.
Dogada, kinonlar, basit tek hiicreli mikroorganizmalardan, bitkiler ve hayvanlara kadar
cesitli organizmalar tarafindan ikincil metabolitler olarak biyosentezlenir ve organizmalarda
fotosentez ve oksidatif fosforilasyon gibi ¢esitli fizyolojik ve metabolik siire¢lerde 6nemli
roller oynar. Mikrobiyal sistemlerdeki Onemleri nedeniyle oldukca ilging kimyasal
ozelliklere ve biyoaktivitelere sahip olan naftokinonlar son yillarda ¢ok ilgi gormeye
baslamistir ve Ozellikle yeni ve daha etkili ilaglarin gelistirilmesinde biiyiik 1ilgi
uyandirmistir. K1 ve K2 vitaminlerini sentezlemek icin Onemli bir Oncii olarak

kullanildigindan ve bir provitamin olarak siniflandirilir (De Souza ve digerleri 2022).

Menadion sodyum bistilfit (MSB), vitamin K3’ilin suda ¢6ziinebilen tuz formudur ve
anti-inflamatuvar etkileri arastirilmistir. Dogal olarak bulunan vitamin K1 (filokinon) ve
vitamin K2 (menakinon) yagda c¢oziinebilen formlardir. Buna karsin, vitamin K3
(menadion) ve vitamin K4 (menadiol), sentetik ve suda ¢oziinebilen vitamin K analoglaridir
(Zheng ve digerleri, 2021). Menadione sodyum bisiilfit kompleksi (MSB) ve menadiol (K4),
viicutta menadiona doniistiiriilen iki suda ¢oziiniir tiirevdir (De Souza ve digerleri 2022).
MSB, sulu ve hafif alkali ortamda hizlica menadiona doniistir (EFSA, 2014). Menadionun
redoks dongiisii, ardindan reaktif oksijen tiirleri (ROS) jenerasyonu menadion ve
tiirevlerinin niikleofilik biyomolekiilleri ile 1,4-naftokinik ¢ekirdegi arasindaki etkilesimler
sonucu ortaya c¢ikan bir reaksiyondur. Kinon yapilarinda o,f-doymamis bir diketonun
varligl, bunlarin indirgeme siire¢leri ve ardindan oksidasyon yoluyla elektron kabul

etmelerini ve boylece bir redoks dongiisii olugturmalarini saglar. Kinon redoks dongiisiiniin
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temel Ozellikleri, bir yar1 kinon ara {iriinii semikinon iiretmek icin tek elektronlu indirgemeyi
ve NAD(P)H oksidaz bagimli siireglerde hidrokinona yol acan iki elektronlu indirgemeyi
igerir. Oksijen varliginda, indirgenmis tiirler kinon'a geri oksitlenir ve bdylece dongii
tamamlanir. Menadion gibi naftokinonlar durumunda, kinon-yar1 kinon veya
kinonhidrokinon doniisiimi, sliperoksit anyonu ve hidroperoksil radikali gibi reaktif oksijen
tiirleri (ROYS) tiretirler (Sekil 3). Ayrica, menadionun yar1 kinon radikali, fenton reaksiyonu
gibi bagka bir redoks dongiisiine katilabilir ve bu da hidroksil ve hidroperoksil radikallerinin
iiretimiyle sonug¢lanir. Kinon-hidrokinon ve kinon-semikinon doniisiimleri, ROS olusumuyla
birlikte, menadion ve tiirevlerinin genis yelpazedeki biyolojik aktivitelerinden sorumludur.
Menadion ¢ekirdeginin 1,4-naftokinon yapisi, cesitli canli organizmalar tarafindan kolayca
tanmir ve redoks dongiilerine dahil edilir, biyomolekiillerle etkilesime girerek biyokimyasal
siireglere katilir. Bu yoniiyle menadion yeni biyoaktif bilesiklerin gelistirilmesi i¢in ¢ok

ilging bir yapisal model haline gelmektedir (De Souza ve digerleri 2022).

Menadion sodyum bisiilfit (MSB), vitamin K3’iin suda ¢6ziinebilen bir tiirevidir ve
Cin’de klinik olarak, vitamin K eksikligine bagli kanamali hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica hayvanlar icin global 6l¢ekte vitamin K takviyesi olarak da
uygulanmaktadir (Zhang ve digerleri, 2018). ABD’de uzun siiredir besin takviyelerinde
kullanilan menadion, bagka iilkelerde hayvan (laboratuvar hayvanlar1 da dahil) yemi olarak
kullanilmaktadir. Menadionun yiiksek konsantrasyonlarda kullanimi  hepatoksiktir
(Bakalova ve digerleri, 2020). Insan viicudu i¢in giivenilir dozlar; kanama tedavisi ve safra
yollarin1 rahatlatmak i¢in akupunktur noktalarina enjeksiyon ile primer dismenore
tedavisinde etkisi gosterilmistir. Bu nedenle uygun dozlarda giivenlidir. Fakat yiiksek
dozlarda potansiyel hemolitik anemi ve karaciger hasari riskleri bildirilmis oldugundan
ABD gida ve ilag dairesi tarafindan onaylanmamaktadir (Zhang ve digerleri, 2018; Ejder ve
Ekici, 2024). Fakat prostat kanseri ve deri zehirlenmelerinde kullanilmaktadir (Ejder ve
Ekici, 2024). Potansiyel hemolitik toksisitesine ragmen az geligmis {ilkelerde halen vitamin
takviyesi olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni ¢ok kolay sentezlenebildigi i¢in ucuz
olmasi ve 1s1kta ¢ok hizli pargalanabilen dogal K vitaminlerinin aksine uzun siire stabil

kalabilmesidir ve diigiik dozlarda giivenilir olarak kullanilabilir (Zheng ve digerleri, 2021).
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Sekil 3. Menadionun redoks dongiisii (Bakalova ve digerleri, 2019).

2.3.3.1. Menadionun Noroprotektif ve Analjezik Potansiyeli

Kimyasal yapisi, 1,4-naftokinon tiirevi olan MSB, 1yi ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahip
olup, toksik protein agregasyonunu dnleme potansiyeli tasimaktadir. MSB hem in vitro hem
de in vivo modellerde toksik amiloid agregasyonunu &nleyen ve buna bagl hiicresel zarari
azaltan etkili bir bilesik olarak tanimlanmistir. Aym1 zamanda diisiik toksisite profiliyle
Alzheimer hastalifi gibi protein yanlis katlanmasi temelli hastaliklarin tedavisinde
potansiyel bir aday olarak degerlendirilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018). In vitro
deneylerde MSB’nin amyloid fibril olusumunu azaltti§1 ve bu agregatlarin hiicre zarina
zarar verme etkisini azalttigi gosterilmistir. Transgenik C. elegans modeli kullanilarak
yapilan in vivo c¢aligmalarda ise MSB’nin amiloid agregasyonunu baskiladigi ve bu
solucanlarin yasam siiresini anlamhi sekilde uzattigi bulunmustur. MSB’nin etki
mekanizmasinin temelinde, molekiiliin sahip oldugu “kinon” halkasinin yer aldig:
belirtilmistir. Yapilan karsilastirmali analizlerde, lipofilikligin bu etki iizerinde belirleyici
olmadigi, asil etkinin kinon iskeletinden kaynaklandigi anlasilmistir. MSB, test edilen
dozlarda herhangi bir toksik etki gdstermemistir; bu da onun giivenli bir aday oldugunu
diistindiirmektedir (Zhang ve digerleri, 2018). Menadionun mitojenle aktiflesen protein

kinaz (MAPK) sinyal yoluna etki ederek agriy1 hafifletebilecegi gosterilmistir. Vit K3’ {in
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muhtemelen sinir hiicrelerinde ROS’un azaltilmas1 yoluyla sinir hiicresine zarar vermeden
ERK (ekstraseliiler sinyal-regiile edilmis kinaz) ekspresyonunu etkileyerek analjezi
saglayabildigi gosterilmistir. Menadionun giivenli diisiik doz araliklarinda oligodentrisit ve
noronlarda birikmis ROS’u temizleyen bir serbest radikal temizleyici olarak hareket ettigi
goriilmiistiir. ERK’ in agag1 regiilasyonu sinir hiicresinin kendisine zarar vermeden hiicresel
fonksiyonlarin daha da baskilanmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. Diger
caligmalarda gosterilen proapoptotik etkileri géz oniline alindiginda ROS {iretimine neden
oldugu gosterilen menadionun giivenli doz araliklarinda hiicre canlilifi ve ndropatik
duyarlilagsma iizerine etkili olabilecegi vurgulanmaktadir. ROS, hiicre icinde MAPK” ler gibi
cok cesitli hiicre i¢i sinyal molekiilleri ile dogrudan etkilesime girerek sinyal yolaklarini
baslatir. Menadion dozlarmin irettigZi ROS seviyeleri floresan yogunluklarina gore
incelendiginde, 0 ymol/L iken daha fazla, 5 ymol/L iken daha az; fakat 10 ymol/L de 5
ymol/L den daha fazla ve 20 ymol/L iken en fazla olacak sekilde arttig1 gdsterilmistir. Bu
menadionun giivenli doz araliginda kullanildiginda MAPK sinyal yolunda etkili oldugunu

diistindiirmektedir (Yang ve digerleri 2018).

2.3.3.2. Menadionun Antihipotansif Potansiyeli

Izole edilmis endotelyumlu sigan aort halkalar1 iizerinde yapilan calismalarda
menadion uygulamasinin endotelyumlu aort halkalarinda asetilkolin ve histamin kaynakli
gevsemeyi zamana ve doza bagh olarak engelledigi fenilefrin ve serotonin kaynakli
vazokonstriiksiyonu giiclendirdigi gosterilmistir.  Sigcanlara intravendz uygulandiginda
asetilkolin kaynakli kan basinci diisiisiinii engellemistir. Buna karsin endotelyumsuz aort
halkalar1 iizerinde herhangi bir etki gostermemistir. Boylelikle menadion tedavisi asetilkolin
kaynakli hipotansif etkiyi azaltarak kan basmcini arttirmigti. Bu yoniiyle vaskiiler

hastaliklarin gelisme riskini azaltma potansiyeli tasimaktadir (Lee ve digerleri, 1999).
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2.3.3.3. Menadionun Antibakteriyal Potansiyeli

Ilaca direncli patojenik bakterilere karsi yapilan ¢alismalarda ex vivo domuz derisi
tizerinde yapilan biyofilm uygulamali yara enfeksiyon modelinde ii¢ farkli bakteri tiirline
kars1 yapilan antibakteriyel mavi 151k tedavisinde topikal olarak uygulanan menadionun
sinerjik etki ile tedavi etkinligini arttirdigi gosterilmistir. Menadion; E coli ve planktonik
hiicreler iizerinde antibakteriyel mavi 151k tedavisinin etkisini gli¢lendirmistir ve bu etkiler
doza bagimli olarak artmistir. E. Coli bakterilerinde ise diren¢ daha fazla olmasina ragmen
yine de oldiirme giiciinde sinerjik artis saglanmistir. Enfeksiyon fototerapisinde mavi 151k
tarafindan olusturulan ROS iiretimini arttirdigindan menadionun, adjuvan bir tedavi olarak
ortaya konabilmistir. Mavi 15181n etki mekanizmasi, endojen kromorfllar tarafindan absorbe
edilerek fotokimyasal reaksiyonlar1 baglatmasi olarak kabul edilmektedir. Menadion ve
diger kinonlar hiicresel solunumda elektron taginma zincirindeki elektronlarla oksijenin
katalitik indirgenmesi yoluyla ROS iiretiminde rol alirlar ve bu ROS bakterilerde oksidatif
hasara neden olur. Ayrica menadion aerobik kosullar altinda kiiltiirlendiginde S. Areus i¢in 4
kat daha fazla bakteri oOldiiriicii oldugu ve bunun da muhtemelen menadionun redoks
dongiisiiniin indiikleyicisi rolii almasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Negri ve digerleri,

2023).

2.3.3.4. Menadionun Antikanser Potansiyeli

VK tipi arasinda, VK3 kanser hiicreleri iizerinde etkili inhibitor etkilere sahiptir.
Ancak yiiksek toksisiteye sahip oldugundan genellikle kanser tedavisi i¢in kullanilmaz.
VK2 ayrica, VK3'e kiyasla daha zayif bir etkiyle kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
edebilirken, VK1 en zayif isleve sahiptir (Xie ve digerleri, 2024). Kanserde mekanizmasi
heniiz kesfedilmis olmasa da hayati 6neme sahip mitokondri islevsizdir ve bu kanserin
ayirdedici 6zelligidir ve bu nedenle hedefe yonelik tedavilerde kullanilir. Bir¢ok etken
madde mitokondri iizerinde etkili olsa da kanserli mitokondri i¢in secgici olup olmadiklari
veya normal hiicrelere de saldirip saldirmayacaklar1 net bicimde ortaya konamamaktadir. Bu
da antikanser tedavi arastirmalari icin zorlayici bir durumdur. Menadion ve askorbat

mitokondriyal tasima zincirine miidahale ederek mitokondriyal solunumu etkilemektedir ve
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bu yoniiyle mitokondriyal hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmektedir. (Bakalova ve
digerleri, 2020). Menadion ve askorbat ayr1 ayr1 veya birlikte kullanildiginda hiicre i¢i ROS
(stiperoksit ve hidrojen peroksit) indiikleyiciler olarak gorev yaparlar. Menadion bir elektron
veya iki elektronla yar1 kinon ve menadiol’ e doniistiiriilebilir. Menadion ve askorbatin
antikanser etkileri vitamin aktivitelerine bagl degildir. Segici sitotoksik etkiler i¢in bilinen
hedef, hiicre dis1 bosluk ve sitozolde meydana gelen enzimatik olmayan redokstur. Enzim
aracili reaksiyonlar enzimatik olmayanlara goére daha hizli ve olumludur. Enzimatik
reaksiyonlar ile menadion semikinona indirgenir. Sonrasinda semikinon stiperoksit {iretimi
ile enzimatik olmayan bir sekilde oksitlenir. Menadion hiicrelerde menadiol halinde bulunur
(Bakalova ve digerleri, 2020). Yapilan bir ¢alismada menadion ve askorbat kombinasyonu
l6semik lenfositlerin proliferasyon aktivitesini konsantrasyona ve zamana bagl azaltmistir.
Fakat ayr1 ayr1 uygulanmasi hiicre canliligini etkilememistir. Normal hiicrelerde
kombinasyon menadiona benzer etkilere neden olmustur. Menadion askorbat
kombinasyonu, kanser epiteline karsi normal hiicrelerde olmayan bir sekilde secici
sitotoksisite sergilemistir. Sonucta kombinasyonun bu hedefe yonelik antikanser etkisi
islevsiz mitokondri icindeki her iki madde arasindaki segici redoks dongiisiine
baglanmaktadir. Bu kombinasyon kanser hiicrelerinde asir1 mitokondriyal siliperoksit
iiretimine neden olurken ayni1 kdkene sahip normal hiicrelerde olmamistir. Kombinasyonun
diisiik dozlar1 bile mitokondriyal membran potansiyelinde zamana bagli bir azalma ortaya
cikarmigtir. Dolayistyla menadion ve askorbat birlikte mitokondriyal oksidatif stres ile
sinerjik bir antikanser etki sergilemislerdir. Bu kombinasyon bu nedenlerle kanser
tedavisinde adjuvan bir tedavi olarak Onerilmektedir (Bakalova ve digerleri, 2020).
Menadionun antikanser etkileri ¢ogunlukla mitokondri ile iligskilendirilmektedir. Menadion
ve askorbat normal hiicrelerde iyi tolere edilmis ve mitokondriyal siiperoksidin daha az bir
artistyla daha diislik diizeyde bir oksidatif hasara neden olmustur. Bu sekilde uygulanan
menadion ve C vitamininin parenteral uygulanmasi sinerjistik bir sitotoksisiteye neden
olarak antikanser ilaglara daha fazla duyarlilik kazandirmistir. Bu birlikte uygulama diisiik
dozlarda kanser hiicrelerinde geri doniisii olmayan bir sitotoksisiteye neden olmasa da geri
doniisiimsiiz metabolik degisikliklere neden olmustur (Bakalova ve digerleri, 2020). Yeni
nesil ilaglarda antitiimor etkileri arttirabilmek ve toksisiteyi azaltmak i¢in proteazom
inhibitorleri gelistirilmektedir. Bortezomib ve MSB'nin kombinasyon halinde kullanilmasi

farelerde Bortezomib’in tek basina kullanimina gore akut toksisiteyi azaltmis ve 4-10 kat
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daha az miktarda kullanilmasin1 saglamistir. Menadion sodyum bisiilfit (MSB), NADH in
oksidasyonu yoluyla siiperoksit radikallerini olusturarak ve sonugta proteazom
fonksiyonunu bozarak antitimor etkiler gostermistir (Astakhova ve digerleri, 2018). K3
vitamininin (menadion) insan kolorektal kanser hiicrelerinde epitel-mezenkimal gecisi ve
farklilasmay1 destekledigi bu yoniiyle de umut vadeden bir kemoterapi ilaci olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kishore ve digerleri, 2019). K3, DNA polimeraz ile
dogrudan etkilesim ile enzim aktivitesinin inhibisyonu yoluyla, ex vivo ve in vivo
anjiyogenez testinde incelenen anti-anjiyojenik etki gdstermistir. Bu yoniiyle K3'iin bir anti-

tiimor ajani olarak islevini gdstermektedir (Matsubara ve digerleri, 2008).

2.3.3.5. Menadion ve Oksidatif Stres

Menadionun  farmakolojik  etkileri  redoks  dongiistine  katilabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Yapisinda bulunan kinon halkasi, elektron alip vererek reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iiretebilir. Bu 6zelligiyle hem antioksidan sistemleri aktive edebilir hem de
yiiksek dozlarda oksidatif strese neden olabilir. Bu durum menadionun doza ve hiicresel
baglama baglh olarak pro-oksidan ya da antioksidan etki goOsterebilecegini ortaya
koymaktadir (Shertzer ve digerleri, 1992; McAmis ve digerleri, 2003). Deneysel
caligmalarda, menadion uygulamasi sonrasinda SOD, GSH ve CAT gibi enzim diizeylerinde
azalma, MDA gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinde ise artig bildirilmistir. Bu bulgular
menadionun ROS iiretimini artirarak antioksidan savunmay1 baskilayabilecegini, boylece
hiicresel diizeyde oksidatif stres olusturabilecegini gostermektedir (Balogun ve digerleri,
2018). Bununla birlikte, indirgenmis menadion formu, Ozellikle model membran
sistemlerinde serbest radikal temizleyici 6zellik gostermistir, lipid peroksit radikalleriyle a-
tokoferolden daha hizli reaksiyona girdigi ve membran yiizeyine lokalize olarak zincir
baslatma oranini distirebildigi gosterilmistir. (Fiorentini ve digerleri., 1997). Menadionun
insan saglig1 acisindan terapotik potansiyeli, dogal polifenollerle kombine edildiginde daha
belirgin hale gelmektedir. Ozellikle naringenin ve lignin ile birlikte kullanildiginda DPPH
ve ABTS radikal siiplirme kapasitesinde sinerjik artig bildirilmistir. Bu kombinasyonlar, tek
basina saf menadion veya diger bilesiklere gore daha yliksek antioksidan etki olusturmustur

(Yaneva ve digerleri, 2023). Menadionun terapotik etkileri, hiicresel ¢ogalma, DNA hasari
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ve apoptoz siire¢lerinde de degerlendirilmistir. Bazi calismalarda menadion, kontrolli
dozlarda hiicre proliferasyonunu baskilayarak antikanser potansiyel gostermistir. Bu etki
hem ROS iiretimi hem de glutatyon tiikkenmesi yoluyla ger¢eklesmektedir (Deniz ve
digerleri, 2020; Carpentieri ve digerleri, 2014). Bununla birlikte, yiliksek doz menadion
uygulamasi glutatyon rezervlerinin tiikenmesine, tiyol gruplarinin inhibisyonuna ve hiicresel
membran biitiinligliniin bozulmasina neden olabilir. Bu etkiler, 6zellikle hepatositler ve
endotel hiicrelerinde ciddi toksisite ile sonuglanabilir. ROS {iretiminden bagimsiz
mekanizmalarla gelisen membran akiskanligi bozuklugu ve iyon dengesizlikleri de
menadionun toksik etkilerine katki saglar (Shertzer ve digerleri, 1992; McAmis ve digerleri,
2003). Yamashoji (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, menadion sodyum bistilfit (MSB)
formunun NAD(P)H iizerinden ROS f{iretimi ve hiicre proliferasyonu {iizerindeki etkileri
degerlendirilmig, bu formun maya hiicrelerinde redoks araci olarak hiicre ¢ogalmasini
baskiladig1 gosterilmistir (Yamashoji, 2016). Menadionun elektron indirgenmesi sonucunda
oksijen ile reaksiyona girerek ROS iireten ve bdylece oksidatif strese neden olan kararsiz
serbest radikallerin olusumuna katki sagladigi biliniyor olsa da tek elektron transfer
enzimleri ile iligkisi de dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla lipit
peroksidasyonunu baskiladigi ve mikrozomlarda lipid peroksidasyonunun etkili bir
inhibitorii oldugu bildirilmistir. Boylelikle K3 vitamininin indirgenmis formlar1 antioksidan
aktiviteler gosterebilir (Tampo ve Yonaha, 1996). K3 vitamininin insan sagligina yonelik
tepkilerinin anlasilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugunu ve modern bilimsel
calismalar yapilmasini Oneren Yaneva ve digerleri (2023) g¢aligmasinda K3 vitamininin
naringenin ve lingin ile sinerjik antioksidan etkileri incelenmistir. Ug bilesik ayr1 ayr1t DPPH
ve ABST analizlerine tabi tutuldugunda K3 vitamini naringeninin yaklasik 6 kati kadar
DPPH aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunlar, yiliksek fenolik hidroksil gruplarinin
daha yiiksek antioksidan potansiyele yol agmadigini gostermistir (Yaneva ve digerleri,
2023). Bu ¢ bilesik i¢inde en az diizeyde ABST giicline sahip olsa da {i¢ bilesigin
kombinasyonu durumunda en yiiksek diizeyde sonuglar elde edilmistir. Naringeninin serbest
radikalleri temizleme yetenegi ile K3 vitamininin antioksidan enzim aktivitesini destekleme
potansiyeli birbirini tamamlayarak sinerjik etki ile daha yiiksek bir antioksidan etki
sergilemistir. Lignin ve naringenin kombinasyonuna K3 vitamini eklenmesi ile ABTS
temizleme potansiyeli %31,5 oraninda Onemli Olciide artmusti. Bu etki muhtemelen

naringenin ve lignin makromolekiilleri tarafindan deprotonlanan H" ile yari-geri doniistimlii
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ilk asamada semikinon olusumu ve bunu izleyen ikinci asamada bir dianyon radikalinin
olusumu ile iligkili bir reaksiyonu iceren iki asamali bir redoks siirecine katilimindan
kaynaklanmaktadir (Yaneva ve digerleri, 2023). Ayrica, Vitamin K3 besin takviyesin,
kanatli hayvanlarin bagirsak antioksidan kapasitelerinin tizerindeki etkilerinin arastirildig:
calismalarda plazmada IgG igeriginin CAT ve SOD ile toplam antioksidan kapasitenin
onemli dlgiide arttig1 ve jejenumda Nrf2, SOD ve CAT’in yukari regiilasyonu ile INOS
mRNA seviyelerinin asagi regiilasyonu ile diyete vitamin K3 eklenmesinin antioksidan
kapasiteyi iyilestirdigi gosterilmistir. Fakat bu ¢alismada MDA ve GSH-Px iizerinde anlamli
bir etki gozlenmemistir ve dozun arttirllmasiyla etkiler giiclenmemistir (Li ve digerleri,
2022). Sonug olarak, menadionun etkileri oldukga ¢ift yonliidiir: Diisiik dozlarda ve uygun
kombinasyonlarla antioksidan ve terapotik etkiler, yiiksek doz ve kontrolsiiz maruziyette
oksidatif stres ve toksisite olusturabilir. Bu nedenle kullanim dozu, formu, siiresi ve

kombinasyonu, etkilerini belirleyen en kritik faktdrlerdendir.

Yamashoji (2016) tarafindan yiiriitiilen bir in vitro ¢calismada, menadion (vitamin K3)
ile menadion sodyum bisiilfit (MSB) arasindaki redoks Ozellikleri ve hiicresel etkiler
karsilagtirilmigtir.  Calismada, her iki bilesigin maya hiicreleri {izerindeki etkileri
degerlendirilmis; hiicre zarindan gegis, oksidatif stres olusturma potansiyeli ve hiicre
cogalmasi lizerindeki etkileri analiz edilmistir. Menadion, lipofilik bir bilesik olarak hiicre
zarini serbestce gecebilmekte ve hiicre iginde hizlica redoks dongiisiine girerek NAD(P)H
oksidasyonuna ve yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine neden olmaktadir.
Bu 6zelliklerinden dolayr menadionun maya hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini belirgin sekilde
baskiladig1r gozlemlenmistir. Ayrica ROS {iretimi siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin varligiyla kismen engellenebilmistir. Buna karsin MSB, suda
¢oziinebilen ve iyonik yapisi nedeniyle hiicre zarindan gecemeyen bir bilesiktir. MSB, hiicre
dist redoks sistemlerinden elektron alabilir ancak hiicre i¢i redoks dongiisiine dogrudan
katilamaz. Bu nedenle, ROS iiretim diizeyi menadiona kiyasla oldukca diisiiktiir ve hiicre
cogalmasi iizerinde belirgin bir baski olusturmaz. NAD(P)H tiiketimi de menadiona gore
cok daha azdir. Sonug¢ olarak, MSB'nin hiicre i¢i stres yaratma potansiyeli diisiiktliir ve
menadion ile karsilastirildiginda daha diisiik toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
calismaya gore, menadion yiiksek redoks potansiyeline sahip olmasina ragmen hiicre ici

ROS firetimi ve lipofilik 6zelliklerinden kaynakli toksisite riski tasirken; MSB ise daha
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diisiik redoks aktivitesine sahip ancak biyolojik sistemlerde daha kararli ve giivenli bir

alternatif olarak degerlendirilmektedir (Yamashoji, 2016).

2.3.3.6. Menadionun Inflamasyon Uzerindeki Etkileri

Yapilan ¢alismalarda Plazma filokinon/filokinon alimi ile dolagimdaki IL-6 arasindaki
ters korelasyonun kanitladigi gibi, K1 vitamininin antiinflamatuar etkisi insanlarda da rapor
edilmistir. In vitro ¢alismalar, MK-3, MK-4 ve MK-7 vitaminlerinin makrofajlar ve
makrofaj benzeri hiicrelerde sitokin tiretimini (IL-1, IL-6 ve TNFa) azalttigin1 géstermistir.
K vitaminlerinin makrofajlarda NF«xB aktivitesinin diizenlenmesi, diger hiicre tiplerinde ise
mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesi gibi mekanizmalar 6nerilmistir. K vitaminlerinin
(K1, K3, MK-4, MK-5, MK-6 veya MK-7) hicbir formu uyarilmamis makrofajlarda
mitokondriyal fonksiyonu iyilestirmedi. LPS ile uyarilmig fare makrofaj hiicrelerine
hiicrelerine uygulanan eksojen K vitaminleri formlarinin (K1, K3, MK-4, MK-5, MK-6 ve
MK-7) NO, COX-2, PGE: asag1 regiilasyonu, (IL-6 ve TNFa) ile antiinflamatuvar etkiler
gosterdigi rapor edilmistir. Ozellikle K1, K3, MK-4 ve MK-5 gibi daha kisa izoprenoid
zincirlere sahip K vitaminleri formlari, daha uzun izoprenoid zincirlere (MK-6 ve MK-7)
sahip formlardan daha giiclii anti-inflamatuar aktivite sergilemistir. Bu da daha kisa
formlarin menadiole doniisiimiinlin daha kolay olmasina atfedilmektedir (Kieronska-Rudek
ve digerleri, 2021). K vitaminlerinin ¢esitli formlarinin substrat olarak hizmet etme etkinligi
acisindan translasyon sonrasi y-karboksilasyon, K3 i¢in en zayif etkilere isaret etmis olsa da
yapilan deneylerde K3’iin, makrofa; hiicre hatlar1 iizerinde anti-inflamatuar etkilerin
tetiklenmesinde K vitaminlerinin daha giiclii formlar1 arasinda yer aldigi gosterilmistir
(Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). Eksojen Onciillerden endojen MK-4'iin {iretimi
bagirsak bakterilerinde, bobreklerde, beyinde, bagirsaklarda ve endotelde tanimlanmis olsa
da daha sonra yapilan ¢alismalarda makrofajlarin eksojen K1, K2 veya K3 vitaminlerinden
endojen MK-4 vitamini {irettigine dair kesin kanitlar elde edilmistir (Kieronska-Rudek ve
digerleri, 2021). K2’ nin vazoprotektif mekanizmalar dahil ekstrahepatik aktivite, K1’in ise
hepatik aktivite yoluyla pihtilagmada rol aldigi bilinirken, eksojen K1 ve MK-4 dahil olmak
tizere ¢esitli K vitaminlerinin anti-inflamatuar aktivite sergiledigi goriilmiistiir ve bu etki

statinler tarafindan inhibe edilmistir. Burada MK-4 sentezini saglayan enzimlerin disinda bir

45



mekanizma oldugunu goriilmektedir. K1, K3 ve MK-5 dahil olmak iizere bazi eksojen K
vitaminleri formlariin fare makrofaj hiicrelerinde endojen MK-4 sentezinde substrat olarak
gorev aldig1 gosterilmistir. Yine de eksojen K vitaminlerinin bu anti-inflamatuar etkilerinin
endojen MK-4'e atfedilemedigi, ancak NFkB'ye bagimli yolun inhibisyonuna atfedildigi
bilinmektedir (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). Ayrica mikromolar konsantrasyonda
eksojen K3 vitamini yiiklemesi nanomolar konsantrasyonuyla endojen MK-4'lin
sonuglanmistir. (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). K2 vitamini, inflamasyon sirasinda
mitokondri membranina bagli bir elektron tastyicisi olarak hareket edebilse de fare makrofaj
hiicre dizilerinde K vitaminlerinin antiinflamatuar etkisinin mitokondriyal fonksiyon
tizerinde hicbir etkisi olmadigimi gorilmiistiir. K3 ve analoglarinin, LPS ile uyarilan
makrofajlarda  NFxB aktivasyonunu ve IKK’nin fosforilasyonunu inhibe ettigini
gostermistir. K vitaminlerinin endojen doniisiimiiniin ara {riinii olan menadion,
makrofajlarda NOS-2, COX-2, sitokinler ve NF«B tarafindan diizenlenen antiinflamatuvar
yola aracilik eder. Bu nedenle, K vitaminlerinin antiinflamatuar etkileri NFxB yolunun
diizenlenmesine atfedilebilir. Makrofajlarin fonksiyonunun diizenlenmesinde endojen MK-
4'lin rolii heniiz belirlenmemistir (Kieronska-Rudek ve digerleri, 2021). Vitamin K’ nin fare
kolit modellerinde IL-6" y1 azalttig1 ve antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve bakteri florasin
tyilestirdigi gosterilmistir (Lai ve digerleri, 2022). Siganlarda ¢ekal ligasyon delinmesi ile
olusturulan sepsis modelinde, K3 vitamininin sepsis modelinde sepsisin erken evresinde
antibiyotik ve steroidlerle birlikte ek olarak kullanilmasi ilaglarin koruyucu etkilerini
kotiilestirerek, TNF-a, IL-1, IL-6 diizeylerinde yiiksek artiglara neden olmus ve hayvanlarin
hayatta kalamamasina neden olmustur. Bu calismada hayvanlara sepsis indiiksiyonundan 1
saat sonra, 3 giin boyunca, libavit adiyla menadion sodyum bisiilfit verildiginde sepsisi
siddetlendirmistir. Menadionun sepsis gibi akut sistemik inflamatuvar durumlarin erken
evresinde tek basma veya kombine kullaniminin olumsuz etkiler dogurabilecegini,
dolayisiyla  koagulopati ile miicadelede dikkatle degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir (Ozkanlar ve digerleri, 2016). K3 vitamininin dokulardaki depo sekli olan
K2 vitamini tedavisinin DSS ile olusturulan iilseratif kolit modelinde kolon uzunluklarinda
artis, histopatolojik olarak kript hasari ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda azalma
gbzlemlenmistir. Ayrica proinflamatuvar sitokinler olan IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde
azalma, buna karsin immiinosupresif IL-10 diizeylerinde artis tespit edilmistir (Hu ve

digerleri, 2023).
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Yapilan bazi calismalar menadionun antiinflamatuvar etkilerini ortaya koymaktadir.
Cerulein enjeksiyonu ile indiiklenen akut pankreatit ve buna bagli ¢oklu organ hasari sonrasi
gelisen akciger hasari fare modelinde cerulein enjeksiyondan 1 saat sonra 10 mg/kg
dozunda saf formda oral uygulandiginda niikleer faktr NF-kB ve IL-1f inhibisyonu yoluyla
inflamasyonu azaltarak antiinflamatuvar etkiler gosterdigi bildirilmistir. Pankreas ile
akcigerde cerulein ile artmis olan MPO diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Pankreasta
histolojik olarak gozlenen, ndtrofil infiltrasyonu, 6dem, asiniis hiicre hasar1 ve nekrozun
belirgin derecede azaldigi gosterilmistir. Bunun yaninda pankreas hasarinda hizla artmis
olan serum amilaz aktivitesi menadion ile azalmigtir. Menadionun bu korumada hiicre ici
molekiiler sinyal yolaklarinda hidrojen siilfiir seviyelerinin azaltarak ve bu yolagin temel
enzimi olan sistatiyonin-y-liyazi inhibe ederek etki gosterdigi bildirilmistir (Amiti ve
digerleri, 2019). LPS kaynakli inflamasyonda vitamin K3 (menadion) ile tedavisi,
lenfositlerde GSH/GSSG oranin1 azaltmig, bagisiklik hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artmasina neden olmus ve bu tedavi lenfositler ve CD4* T hiicrelerinde proliferasyon
ile sitokin iiretimi baskilanmistir. Menadionun bu immiinosupresif etkileri yalnizca tiyol
grubu igeren antioksidanlar (6rnegin glutatyon, GSH) tarafindan geri cevrilebilmistir. Oyle
ki; menadionun GSH ile dogrudan etkilesime girerek etki gostermistir. Menadion,
Concanavalin A ile uyarilan lenfositlere uyarilmadan 6nce uygulandiginda NF-kB sinyal
yollarim1 baskilayarak IL-2, IL-6 ve IFN-y iiretiminde belirgin azalmaya yol a¢mustir.
Menadion ayrica T hiicrelerinin ko-stimiilasyona bagli proliferasyonunu da baskilamig
ancak apoptozu ve sitotoksisiteye neden olmadan canliligi korumustur. Uyarilmamis T
hiicrelerinde menadion herhangi bir sitotoksisiteye yol agmamistir (Checker ve digerleri,
2011). Fare makrofajlarinda ise LPS stimiilasyonu oncesi uygulandiginda TNF-a, IL-1p, IL-
6 ve NO iretimini anlamli sekilde baskilamistir. NF-kB’nin sitoplazmadan c¢ekirdege
translokasyonu ve alt birimlerinin DNA’ya baglanma yetisi menadion tarafindan tamamen
inhibe edilmistir. Calisma sonucunda, menadionun antiinflamatuvar etkilerinin ROS iiretme
kapasitesinden ziyade, hiicresel tiyolleri modiile etme yetenegine bagli oldugu ve bu
etkilerin MAPK ve NF-«B sinyal yollarinin inhibisyonu yoluyla ortaya ¢iktig1 gosterilmistir
(Checker ve digerleri, 2011). Menadionun antiinflamatuvar etkilerinin temelinde NF-kB
sinyal yolunun baskilanmasi yer almaktadir. Menadion, immiinmodiilator etkilerini reaktif
oksijen tlirleri tiretiminden c¢ok, tiyol modiilasyonu ve MAPK/NF-kB sinyallemesinin

baskilanmasi yoluyla gergeklestirdigini gostermektedir (Checker ve digerleri, 2011).
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Menadion Hpylori kaynakli enfeksiyonda, NF-kB inhibisyonu ile ayn1 zamanda IL-1§ IL-6,
IL-8 ve TNF-alfa dahil proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe etmistir. Ayni
zamanda mitokondriyal membran degisiklikleri ve sitokrom C salinimini Onleyerek
apoptozu ve inflamasyonu onlemistir (Lee ve digerleri, 2019). In vitro calismalar da
menadionun inflamasyon iizerindeki giiclii etkilerini gdstermistir. Insan bdbrek hiicre hatt1
ve fare makrofaj hiicre hatlar1 vitamin K3 ile muamele edildikten sonra TNF-a veya LPS ile
uyarildiklarinda, vitamin K3 her iki hiicrede de NF-kB alt biriminin ¢ekirdege transportunu
baskilamig, DNA’ya baglanma aktivitesini azaltmis ve TNF-o iiretimini anlamli sekilde
diisiirmiistiir (Tanaka ve digerleri, 2010). In vivo deneylerde ise, LPS ile indiiklenen akut
akciger hasart (ARDS) modelinde 100 mg/kg dozunda misir yaginda ¢ozdiriilerek
hayvanlara verilen menadion indiiksiyondan 30 dk once verildiginde 1 saat sonra TNF-alfa
diizeylerini azaltmis, 6 saat sonra da akciger dokularinda 6dem, alveolar yap1 bozuklugu ve
noétrofil infiltrasyonu azalmistir. Bu etki NF-«B niikleer transportunun da vitamin K3
tedavisi ile baskilanmasi yoluyla meydana gelmistir. 24 saat sonra bronkoalveoler lavaj
stvisinda toplam hiicre ve nétrofil sayisi da kontrol grubuna gore belirgin sekilde diismiistiir
(Tanaka ve digerleri, 2010). Antiinflamatuvar etkinin yalnizca sinyal yolaklarmin
inhibisyonuna degil, ayn1 zamanda oksidatif stresin diizenlenmesine de bagli olabilecegine
dikkat cekilmektedir. Vitamin K3’iin reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ve redoks sistemi
tizerinde etkili bir diizenleyici oldugu; bu mekanizmalar yoluyla NF-xB sinyallemesini
dolayli yoldan da baskilayabilecegi belirtilmistir (Tanaka ve digerleri, 2010). LPS kaynakli
inflamasyonda in vitro fare makrofaj hiicrelerinde vitamin K3 ve K4'in, inflamasyon
belirtecleri olan IL-1B salinimini ve kaspaz-1 aktivasyonunu anlamli sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. Buna karsilik, yagda ¢oziinebilen dogal vitamin K1 ve K2 formlarinin bu
inflamatuvar yanit lizerinde herhangi bir etkisi bulunmamistir. Calisma aynm1 zamanda
vitamin K3 ve K4'lin yalnizca NLRP3 inflammasomu iizerinde etkili oldugunu, diger
inflammasom tiirleri {izerinde herhangi bir baskilayici etkisinin olmadigint ortaya
koymustur. Farkli vitamin K formlarmmin etkisi degerlendirildiginde ve yalnizca suda
¢oziinebilen vitamin K3 ve K4’iin inflamasyonu, NLRP3 engelleyerek baskiladigi buna
karsilik yagda c¢ozlinebilen vitamin K1 ve K2’nin herhangi bir etkisinin olmadigi
gosterilmigtir. Ayrica bu etkilerin, vitamin K’nin klasik koenzim fonksiyonlarindan
bagimsiz oldugu ve geri dondiiriilebilir oldugu gosterilmistir. GGCX’e bagiml y-glutamil

karboksilasyonu NLRP3 aktivasyonu i¢in gerekli degildir. Bu nedenle K vitamini koenzim
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aktivitesinden bagimsiz olarak NLRP3 inflamatuvarini inhibe etmektedir. Bu etki, hiicre i¢i
potasyum kaybi veya mitokondriyal stres gibi inflamasyonun yukari akis sinyallerinden
bagimsizdir (Zheng ve digerleri, 2021). in vivo olarak ise farelerde Monosodyum iirat ile
olusturulan peritonit modelinde, K3 vitaminin suda ¢oziinlir formu olan menadion sodyum
bistilfit (MSB) farelere inflamasyon indiiksiyonundan 30 dakika dnce intraperitoneal yolla 4
mg/kg dozunda uygulanmistir. Tedaviden 6 saat sonra fareler sakrifiye edilmis ve periton
stvisinda IL-1B diizeyi ve notrofil infiltrasyonu anlamh diizeyde azalttigi gozlemlenmistir
(Zheng ve digerleri, 2021). In vitro fare peritoneal makrofaj hiicrelerinde diisiik
konsantrasyon araliklarinda menadion sitotoksisite gozlenmeden TNF-o iiretimi anlamli
diizeyde baskilamistir (Aoganghua ve digerleri, 2011). In vivo deneylerde ise DSS kolit
modelinde 8. giinden itibaren 20 mg/kg/giin dozunda, oral yolla uygulandiginda 12. giinde
kolon hasarini, inflamatuvar skorlar1 ve TNF-o mRNA ekspresyonunu anlamli bi¢cimde
azaltmistir. Bu deneylerde saf 1,4-naftakinon yapisindaki bilesik en giglii etkiyi
gostermistir. Bu nedenle antiinflamatuvar etkilerin kinon yapisina dayandigi One

stirilmiistiir (Aoganghua ve digerleri, 2011).

Menadionun ROS firetimine karsi es zamanli olarak NAD(P)H’in da azalmasiyla
birlikte menadionun pankreas asiner hiicrelerinde apoptoza neden oldugu gosterilmistir
(Criddle ve digerleri, 2006). Pankreatitte asiner hiicre nekrozunun hastalig1 siddetlendirdigi
fakat hafif akut apoptozun ise hastaliga karsi korudugu bu nedenle asiner hiicrelerin
menadion ile daha apoptozunun uyarilmasi cerulein kaynakli pankreatitte koruyucu etkiler
gostermistir. Buna gore menadion, reaktif oksijen tiirleri (6zellikle siiperoksit) iireterek
hiicrelerde nekroz olusturmadan apoptoz indiiklemektedir. Bu apoptotik siireg;
mitokondriyal membran depolarizasyonu, sitoplazmik kalsiyum artisi, sitokrom ¢ salinimi
ve kaspaz aktivasyonu gibi molekiiler olaylar1 igermektedir (Bhatia, 2004). Chinzei ve
digerleri (2011), cerulein ile indiiklenen akut pankreatit modelinde ardindan misir yaginda
¢Ozdiiriilen VK3 100 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak ya sadece ilk cerulein dozundan
hemen once ya da hem 6nce hem 2 saat sonra uygulanmistir. Cerulein enjeksiyonundan 8§ ve
24 saat sonra pankreatik doku ve serum orneklerinde serum amilaz aktivitesi ve tripsonojen
aktivasyon peptidi diizeyleri ile degerlendirilen sonuglara gére VK3 uygulamasi, pankreatit
siddetini anlamli sekilde azaltmustir. Ozellikle ¢ift doz VK3 uygulamasi, en belirgin
tyilestirici etkiyi gostermistir. Caligmanin en dikkat ¢ekici bulgusu, VK3’iin bu koruyucu

etkisini cerulein kaynakli otofaji yolunu baskilayarak gerceklesmesidir. Ayrica, in vitro
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rapamisin otofajisinde VK3’iin, VK1 ve VK2’ye kiyasla daha gii¢lii bir otofaji baskilayici
oldugu bulunmustur (Chinzei ve digerleri, 2011). Ozellikle kronik inflamatuvar artrit modeli
uygulanan tavsanlarda oral menadion tedavisi, sinovyum dokusunda glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesinde anlamli azalma ve eklemdeki makrofaj sayisinda diisiis ile
iligkili bulunmustur. Bu etkinin, menadionun viicutta vitamin K2 (menaquinon-4) formuna

dontisiimiinden kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Hodges ve digerleri, 2017).

Vitamin K3, yapisinda kinon grubu barindiran bir bilesiktir. Kinonlar, aromatik
bilesiklerden tlireyen ve yapilarinda iki karbonil (C=0) grubu ile konjuge ¢ift baglar iceren,
tamamen konjuge siklik diketon yapilariyla tanimlanan organik bilesikler sinifidir. Bu
bilesikler, biyolojik sistemlerde alkilleyici Ozellikler gosterebilir ve flavoproteinlerle
etkilesime girerek reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine neden olabilirler. Bu o6zellikler,
kinon tlirevlerinin hem anti-inflamatuvar hem de potansiyel toksik etkileri agisindan
onemlidir (Aoganghua ve digerleri, 2011). Kinonlarin in vitro COX-1 ve COX-2 inhibe
etme yetenekleri fare fibroblast hiicre hattinda sitotoksisite testleri ile calisiimistir. Kinon
tipi COX inhibitorleri redoks disindaki mekanizmalarla prooksidan etkiyi ortadan
kaldirirlar. COX inhibitorleri olan neredeyse tiim kinonlar ayn1 zamanda giiglii epinefrin
oksidanlaridir. Prooksidan aktiviteleri COX-1 inhibisyonu ile iliskilidir. Epinefrin
oksidasyonu ile COX-2 inhibisyonu arasinda bir korelasyon gozlenmistir. COX
enzimlerinde segici olmayan inhibisyona neden olur. Bu radikaller demire eriserek COX’u
engeller ve burada peroksidaz reaksiyonu gerceklesir. Naftakinon halkasi molekiiliin
indirgenmesini engeller. Naftakinonlar glutatyon, NADH gibi indirgeyici substratlarla
reaktivite gosterir (Landa ve digerleri, 2012). Menadionun hem COX-1 hem de COX-2
enzimleri tlizerinde anlamli bir inhibisyon gostermedigi bildirilmistir. Bu durum,
menadionun  yapisindaki 2. pozisyondaki metil grubunun kinon halkasinin
indirgenebilirligini azaltmasiyla iliskilendirilmistir. Dolayisiyla, menadion giiglii bir COX

inhibitori olarak degerlendirilmemistir (Landa ve digerleri, 2012).

Bu caligmalar, menadionun farkli modellerde NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek
etkili bir anti-inflamatuvar ajan gibi davrandigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bu
etkinin protein gama-karboksilasyonu degil, muhtemelen ROS iiretimi ve NADPH
regiilasyonu gibi alternatif redoks temelli mekanizmalarla iligkili oldugu distliniilmektedir.
Inflamatuvar hastaliklarin bircogu K vitamini eksikligi ile iliskilendirilmistir. K vitamininin

antiinflamatuvar mekanizmalar1 NF-kB inhibisyonunda rol almasi ile agiklanmaktadir. K
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vitamini tiirevleri NF-kB’ nin aktivasyonuna miidahale etme yetenekleri bakimimdan 6nemli
bir arastirma konusudur. Ayni zamanda K vitamini mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) sinyal yolunu baskilamaktadir. K vitamini ayn1 zamanda NF-kB kontrolii altinda
olan IL-6 salinimimi azaltarak antiinflamatuvar etkilerini sergiledigi bildirilmistir (Hodges
ve digerleri, 2017). K vitamininin antiinflamatuvar etkilerinin pihtilasma problemlerinin
giderilmesinin otesinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Hodges ve digerleri, 2017).
Tim bu veriler, vitamin K3’nin yalnizca pihtilasma siireglerinde degil, inflamasyonun

diizenlenmesinde de 6nemli bir biyolojik rol iistlenebilecegini gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Karan

Bu deneysel calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun (ADU-HADYEK) 09/04/2025 tarihli 64583101/2025/064 sayili karari ile

onaylandi.

3.2. Arastirma Projesinin Desteklenmesi

Bu calisma, Aydin Aydin Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(BAP) tarafindan TPF-24025 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.3. Kullanilan Arac ve Gerecler

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali, Biyokimya Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan

cihazlar kullanildi.
1. Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Mikro 200R UK, San Bio Medikal)
2. Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Rotina 420)
3. Vorteks (Labnet International Inc. Edison NJ, USA)
4. Hassas terazi (Sartorrus AG BP 610, Germany)
5. Derin dondurucu ( -80 0C) (Sanyo MDF U5186S, Japan)
6. Elisa okuyucu (Diagnostic Automation, Inc. DAR8S00)

7. Inkiibasyon cihazi (Microtec. Type Ak120, Infors Ag Switzerland)
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8. Homojenizasyon cihazi (Ultra-Turrax T8 IKA-Werke Sigma-Aldrich)
9. Olympus BX20 Mikroskop
10. Etiiv (Niive, ENO55)

11. Mikrotom (Leica RM 2135)

3.4. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

1. TNBS (Sigma P2297)

2. Menadion Sodium Bisiilfit (Vitamin K3) (MedChem HY B1897A)
3. Ksilazin (Rompun %?2 Bayer Almanya)

4. Ketamin (Keta-Control Mefar Tiirkiye)

5. Formaldehit (%37 extrapure UN 2209 Tekkim Tiirkiye)

6. Steril distile su (Multiplus Tiirkiye)

7. Ethanol (BP, pH,Eur, %96 USA)

8. PBS tampon solution (Clear Band)

9. Rat TNF-alfa Elisa Kit (Sunred Katalog No: 201-11-0765)
10. Rat IL-1 Beta Elisa Kit (Sunred Kat No: 201-11-0120)
11. Rat IL-6 Elisa Kit (Sunred Katalog No: 201-11-0136)

12. Rat PGE: Elisa Kit (Sunred Katalog No: 201-11-0505)
13. Rat MPO Elisa kit (Sunred Katalog No: 201-11-0575)
14. Rat MDA Elisa kit (Jiangsu, Chine A003-1)

15. Rat GSH-Px Elisa kit (Jiangsu, Chine A005-1-2)

16. Rat SOD Elisa Kit (Jiangsu, Chine A001-1-2)

17. Rat TAS Elisa Kit (Rel Assay)

18. Rat TOS Elisa Kit (Rel Assay)



19. Rat 8-OHdG Elisa Kit (BT LAB Cat. No: EO031Ra)

3.5. Deney Hayvanlari

Calismamizda, Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen, %40-60 bagil nem oraninda, 22 + 1 derece optimal sicaklikta,
12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde tutulan ortama aligmalari i¢in tutulan,
agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 40 adet wistar albino tiirii erkek sican kullanildi
(Resim 1). Bu tiir deneklerin temin edilmesinin sebebi, uygulanan olusturulmak istenen
modelde gozlemleyebilecegimiz yeterli agirlik ve biiylikliige sahip olmalaridir (Antoniou ve
digerleri. 2016). Hayvanlarin beslenmesinde standart sican yemi ve musluk suyu kullanildi
ve son 24 saatlik aglik siliresine kadar su ve yeme serbest erisim saglandi (Brenna ve
digerleri. 2013). Hayvanlar seffaf polikarbonat malzemeden {iretilmis ve {istliikleri
paslanmaz c¢elikten olan kafeslerde barindirildi. Deneyin ilk giiniinde ve son giin agirliklari
tartildi. Deneysel galisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezinde gercgeklestirildi. Toplam 40 adet si¢an, esit sayida hayvan igeren 5
gruba ayrildi (Arunachalam ve digerleri 2021) (Resim1). Bu ¢alismada her grupta 8 sican
kullanilmistir. Orneklem biiyiikliigii, TNBS ile indiiklenen kolit modeline benzer sekilde
tasarlanmis Onceki deneysel caligmalarda grup basmma 8 hayvanin yeterli bulundugu
calismalar Ornek alinarak belirlenmistir (Dupont-Lucas ve digerleri., 2021; Zhang ve

digerleri, 2014; Arunachalam ve digerleri 2021).

3.6. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi:

GRUP I Sham grubu (n:8): 0. giin intrarektal Salin, 3. giin sakrifikasyon.

GRUP II Kolit grubu (TNBS) (n:8): 0. giin intrarektal TNBS (%37’ lik etanol ¢ozeltisi
icinde 25 mg), 3. giin sakrifikasyon.

GRUP III (MSB 10) (n:8): 0. giin intrarektal TNBS (%37’ lik etanol ¢ozeltisi i¢inde 25 mg),
1 saat sonra tek doz i.p. MSB (10 mg/kg), 3. giin sakrifikasyon.
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GRUP IV (MSB 4) (n:8): 0. giin intrarektal TNBS (%37’ lik etanol ¢ozeltisi i¢inde 25 mg),
1 saat sonra tek doz i.p. MSB (4 mg/kg), 3.giin sakrifikasyon.

GRUP V (MSB 4X3) (n:8): 0. giin rektal TNBS (%37’ lik etanol ¢ozeltisi i¢inde 25 mg), 1
saat sonra ve 2. ve 3. giin i.p MSB (4 mg /kg), 3. giin sakrifikasyon.

Resim 1. Kafeslerde barindirilan ve gruplandirilmis deney hayvanlari

3.7. Kolit indiiksiyonu

TNBS uygulamasindan once hayvanlar 24 saatlik aglik altinda tutulduktan sonra
bagirsak icerikleri temizlendi. Bu islemin amaci bagirsak yiizeyinin TNBS’ ye homojen bir
sekilde maruz kalmasini saglamakti. Hayvanlarda defekasyon refleksini uyarmak i¢in bas
asag1 pozisyonda 10 dk boyunca kuyruklarindan tutulan hayvanlar, arka ayaklari {izerinde 5
tekrarli olarak (90 sn islem- 30 saniye dinlenme seklinde) ziplattirilmak suretiyle kolon
bosaltma islemi uygulandi (Sirinyildiz F. 2020) (Resim 2A.). Daha sonra siganlar ile TNBS
(Resim 4.) ile koliti indiiklemek i¢in 50 mg/kg Ketamin ile 5 mg/kg Ksilazin dozlarinda
anesteziyle (Resim 2B.) tamamen hareketsizlestirildikten sonra TNBS (Resim 2C.), hayvan
basina 25 mg olarak %37’ lik etanolde c¢ozdiiriilerek 0,8 ml hacimde anal esikten
intrakolonik 8 cm igeriye ulagabilen poliiiretan bir kateter ile uygulandi (Dost ve digerleri,
2009) (Resim 4). Sonrasinda hayvanlar kimyasalin disar1 ¢ikmasini dnlemek ve homojen

dagilmasini saglamak i¢in bir dk boyunca kuyruklarindan kaldirilarak bas asagi tutuldu ve
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trandelenburg pozisyonunda bekletildi (Antoniou ve digerleri 2016). Uygulama sonrasinda

hayvanlar gézlendi (Resim5).

Resim 2. TNBS uygulamasi i¢in hazirlik islemleri

A: TNBS uygulamasi 6ncesi bagirsak bosaltma islemi,
B: TNBS uygulamasi dncesi intraperitoneal anestezi uygulamasi,

C: TNBS uygulamasi 6ncesi anestezi uygulanmis siganlar.

Resim 3. TNBS (2,4,6-Trinitrobenzen siilfonik asit)
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Resim 4. Intrarektal TNBS uygulamasi

Resim 5. TNBS uygulamasi sonrast kolit olugturulmus siganlar

3.8. Tedavi Protokolii

Menadionun suda ¢oziinen formu olan menadion sodyum bisiilfit, ticari olarak toz
halinde temin edildi (Resim 6) ve Iml saf suda 10 mg olarak ¢ozdiiriildii ve TNBS
uygulamasindan sonraki 1. saatte i.p. yoldan III., IV. ve V. Gruptaki hayvanlara, hayvan
basmma 10 mg/kg (1ml/kg), 4 mg/kg (0,4ml/kg) ve 3 giin boyunca aynm saatte 4 mg/kg
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(0,4ml/kg) olmak tizere belirtilen hacimlerde verildi (Resim 7). Sakrifikasyon giiniinden 1
gilin 6nce hayvanlarin yemleri alinarak a¢ birakildi ayn1 zamanda suya erisim ise ad libitum

olarak saglandu.

Resim 7. Intraperitoneal Menadion Sodyum Bisiilfit (Vitamin K3) uygulamasi
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3.9. Sakrifikasyon ve Orneklerin Alinmasi

Deney sonunda hayvanlar sakrifikasyon icin intraperitoneal 75 mg/kg Ketamin ile 8
mg/kg Ksilazin seklinde anesteziye tabi tutularak batin insiizyonu ile birlikte organlar1 aciga
cikarildi (Resim 9.) ve doku bulgularint destekleyecegi diisiiniildiiglinden kardiyak
ponksiyon ile kan ornekleri alindi (Resim10). Distal kolonun yaklasik 10 cm’lik kismi
cikarilarak longitudinal bir kesi ile acildi, igeriginden arindirilarak ¢ift kaplarda aktarilarak
serum fizyolojik temizlendi ve her biri makroskobik incelemeye tabi tutulmak iizre
fotograflandi. Bu segmentin longitudinal olarak ayrilan bir yarisi kurutularak biyokimyasal
analizlerde kullanilmak iizere -80 derecede, diger yarisi ise histolojik caligmalarda
kullanilmak tizere %10’luk formalin soliisyonunda saklandi. Kanin 3000rpm’ de 10 dk
santrifiijii ile elde edilen kan serumlar1 etiketlendirilmis ependorflara aktarilarak -80

derecede sakland.

Resim 8. Operasyon dncesinde gerekli malzemelerin hazirlanmasi
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Resim 9. Operasyon sirasinda si¢anlarin goriintimi.
A: Anestezi altinda operasyona hazir sigan,

B: Operasyon i¢in batini agilmis siganda i¢ organlarin gériiniimdi.

Resim 10. Doku ve kan 6rneklerinin alinmasi sirasinda sicanlar

A: Kolit olusturulmus sicanda sakrifikasyon sonrasi bagirsak dokusunun goriiniimii
B: Kolit olugturulmus siganlarda kardiyak ponksiyon ile kan alinmasi

C: Kolit olusturulmus sicanlarda Bagirsak dokusunun ¢ikarilmasi
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3.10. Dokularin Homojenizasyonu:

Tiim hayvanlardan alinan bagirsak dokular1 biyokimyasal analiz 6ncesinde, +4°C’de
¢coziilmiis ve kuru agirliklar1 hassas terazi ile tartilmistir. Her bir doku oOrnegi belirli
hacimlerde 1:10 oraninda fosfat tamponu cozeltisinden eklendikten sonra buz iizerinde
homojenizator ile tiiplerin i¢erisinde homojenize edildi. Dokularin homojenizasyonu ile elde
edilen s1v1 4000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenerek elde edilen siipernatantlar ve
kan o6rneklerinin santrifiijii ile elde edilen serum orneklerini biyokimyasal analizlere tabi

tutulmak tizere hazirlandi (Resim 11.)

Resim 11. Biyokimya analizlerine hazirlik sirasinda yapilan islemler

A: Dokularin buz lizerinde homojenizasyonu
B: Homojenize edilen dokularin mikrosantrifiij aletine yerlestirilmesi

C: Mikrosantrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar ve serum ornekleri

3.11. Biyokimyasal Analizler

Doku oneklerinden elde edilen siipernatantlarda ve elde edilen kan serumlarinda;
Tiimér Nekroz Faktor-alfa (TNF-a), Interlokin-1 (IL-1P), Interlokin-6 (IL-6),
ProstaglandinE2 (PGE2), Miyeloperoksidaz (MPO) gibi inflamatuvar belirtegler ve doku
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orneklerinden alinan siipernatantlarda ise Malondialdehit (MDA), DNA hasar1 gostergesi
olan 8-hidroksi-2' -deoksiguanozin (8-OHdG), Total oksidan kapasite (TOS), Total
antioksidan kapasite (TAS), glutatyon peroksidaz (GSH-px), siiperoksitdismutaz (SOD) gibi
oksidatif ve antioksidatif parametreler, biyokimya laboratuvarinda ticari olarak temin edilen

elisa kitler ile analiz edildi (Resim12.).

Resim 12. Elisa testleri sirasinda yapilan islemler
A: Kuyucuklara doku ve serum 6rneklerinin 6rneklerinin eklenmesi
B: Kuyucuklara kromajen ¢ozeltisi eklenmesi

C: Kuyucuklara durdurma soliisyonu eklenmesi

Resim 13. Elisa testlerinde kullanilan mikroplaka okuyucusu
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3.11.1. TNF-a Diizeylerinin Ol¢iimii

TNF-a 6l¢iimii Enzim Bagli immunosorbent Analizi (ELISA) Yontemi ile yapilmistir.
TNF-a seviyelerinin belirlenmesi i¢in SunRed Rat TNF-a ELISA kiti (Katalog No: 201-11-
0765) kullanilmistir. Calismada, kit protokoliine uygun olarak ¢ift antikor sandvi¢ ELISA
yontemi uygulanmistir. -20°C’desaklanan silipernatantlar ve serum ornekleri analiz 6ncesi
¢ozdiiriilerek oda sicakligma getirilmistir. Uretici firmanm talimatlarina gére 1280 ng/L
baslangi¢ standardindan seri diliisyonlarla hazirlanmistir. Mikrotiter plaka, kit ile saglanan
monoklonal antikor kapli kuyucuklar1 igermekteydi. Her bir kuyucuga 40 pul numune, 10 pl
biotin isaretli TNF-o antikoru ve 50 upl Streptavidin-HRP c¢ozeltisi eklenmistir. Plaka,
37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bes kez yikama islemi gergeklestirilmis ve ardindan
her bir kuyucuga 50 ul Kromojen Cozeltisi A ve 50 ul Kromojen Cozeltisi B eklenmistir.
Plaka, 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon, her kuyucuga 50 pl Durdurma
Cozeltisi eklenerek sonlandirilmis ve absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda mikrotitre
plaka okuyucusu ile 6l¢iilmiistiir. Orneklerin TNF-a konsantrasyonu, standart egri dogrusal

regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar ng/L olarak sunulmustur (Attallah

ve digerleri, 2022)

3.11.2. IL-1p Diizeylerinin Ol¢iimii

Interlokin-1B (IL-1B) seviyelerinin 8lgiimii i¢in Sunred marka ELISA kiti (Katalog
No: 201-11-0120) kullamilmistir. Kit, ¢ift antikor sandvi¢ enzim baglantili immiinosorban
test (ELISA) prensibine dayanarak IL-1p konsantrasyonunu dl¢gmektedir. Homojenizasyon
ve santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar ve kan serumlart alindi. Kit i¢inde verilen
9600 pg/L standart, ardisik seyreltmelerle 300, 600, 1200, 2400 ve 4800 pg/L
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Mikroplakalara standartlar ve 6rneklerden 50 uL eklendi.
37°C’de 60 dakika inkiibasyon sonrasi, biotinle isaretli antikor ve streptavidin-HRP
eklenerek kompleks olusumu saglandi. Plakalar, PBS-T yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Kromojen A ve B eklenerek 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Stop soliisyonu eklenerek
okuma oncesi reaksiyon durduruldu. 450 nm dalga boyunda optik dansite (OD) degerleri

ELISA okuyucuda oOlg¢iildii. Tim islemler steril kosullarda ve kit protokoliine uygun
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gergeklestirildi. Bu yontem, IL-1f’nin kantitatif analizi igin yiiksek spesifite ve
tekrarlanabilirlik ~ saglamaktadir.  Standart egri  kullanilarak  orneklerdeki IL-1fB
konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve sonuclar pg/L olarak sunulmustur (Peng ve digerleri,

2013).

3.11.3. IL-6 Diizeylerinin Ol¢iimii

IL-6 seviyelerinin belirlenmesi i¢in SunRed Rat IL-6 ELISA kiti (Katalog No: 201-
11-0136) kullanilmigtir. Calismada, kit protokoliine uygun olarak c¢ift antikor sandvig
ELISA yontemi uygulanmistir. -20°C’de saklanan serum 6rnekleri ve siipernatantlar analiz
oncesi c¢ozdiriilerek oda sicakligina getirilmistir. Standart ¢ozeltiler, iiretici firmanin
talimatlarina goére 1280 ng/L baslangi¢ standardindan seri diliisyonlarla hazirlanmistir.
Mikrotiter plaka, kit ile saglanan monoklonal antikor kapli kuyucuklar icermekteydi. Her
bir kuyucuga 40 pul numune, 10 pl biotin isaretli IL-6 antikoru ve 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenmistir. Plaka, 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bes kez yikama islemi
gerceklestirilmis ve ardindan her bir kuyucuga 50 pl Kromojen Cozeltisi A ve 50 pl
Kromojen Cozeltisi B eklenmistir. Plaka, 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon,
her kuyucuga 50 pl Durdurma Cozeltisi eklenerek sonlandirilmis ve absorbans degerleri 450
nm dalga boyunda mikrotitre plaka okuyucusu ile &lgiilmiistiir. Orneklerin IL-6
konsantrasyonu, standart egri dogrusal regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmustir.
Sonuglar kit protokoliine gére ng/mL cinsinden bulunmus olsa da grafiklerde gorsel ifadenin
anlagilabilirligi ag¢isindan gosterilmesi agisindan pg/mL olarak sunulmustur (Elekhnawy ve

digerleri, 2025).

3.11.4. PGE; Diizeylerinin Ol¢iimii

PGE: diizeyleri, SunRedBio (Shanghai, Cin) tarafindan iiretilen Rat PGE. ELISA kiti
(Katalog No: 201-11-0505) kullanilarak cift antikor sandvi¢ yontemi esasina dayali enzim
baglantili immiinosorbent analiz (ELISA) ile belirlenmistir. Bu yontem, ornekteki PGE-:

molekiillerinin, daha o6nceden anti-PGE. monoklonal antikorla kaplanmis mikrotitre
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kuyucuklarina baglanmasi ve ardindan biotin ile isaretli ikinci antikor ve streptavidin-HRP
enzimiyle kompleks olusturmasi esasina dayanir. -20°C’de saklanan serum ornekleri ve
siipernatantlar analiz oncesi ¢ozdiiriilerek oda sicakligina  getirilmistir.  Ornekler
hazirlandiktan sonra, her kuyucuga 40 uL numune, 10 pL biotin-etiketli PGE- antikoru ve
50 pL streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka, 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan plakalar 5 kez yikandiktan sonra her kuyucuga sirasiyla 50 pL
substrat ¢ozeltisi A ve 50 uL substrat ¢ozeltisi B eklenmis, karisim karanlikta 10 dakika
37°C’de bekletilmistir. Reaksiyon 50 pL durdurucu soliisyon (stop solution) eklenerek
sonlandirilmis ve optik yogunluk (OD) degerleri 450 nm dalga boyunda Ol¢lilmiistiir.
Analizlerde, kit ile birlikte verilen standart c¢ozeltiler kullanilarak bir standart egri
olusturulmustur. Numunelere ait konsantrasyonlar, elde edilen absorbans degerlerinin
standart egriye uygulanmasiyla hesaplanmis ve sonuglar ng/mL cinsinden ifade edilmistir

(Attallah ve digerleri, 2022).

3.11.5. MPO Diizeylerinin Ol¢iimii

MPO seviyelerinin belirlenmesi i¢in Rat Myeloperoxidase (MPO) ELISA Kit
(Katalog No: 201-11-0575) kullanildi. -20°C’de saklanan serum Ornekleri ve siipernatantlar
analiz &ncesi ¢ozdiiriilerek oda sicakligia getirilmistir. Oncelikle orijinal standart 64 ng/mL
konsantrasyonda seri diliisyonla 2, 4, 8, 16 ve 32 ng/mL standart ¢ozelti hazirlandi. Kor
kuyulara yalnizca kromojen ve durdurma soliisyonu eklendi. Standart kuyulara 50 pL
standart + 50 uL Streptavidin-HRP eklendi. Ornek kuyulara; 40 uL 6rnek + 10 uL Biotin-
MPO antikoru + 50 uL Streptavidin-HRP eklendi. 60 dakika, 37°C’ de inkiibe edildi.
Yikama, 30x yikama soliisyonu distile su ile seyreltilerek yapildi. Renk Gelistirme i¢in 50
uL Kromojen A + 50 pL Kromojen B eklendi, 10 dakika 37°C'de inkiibe edildi. 50 pL
durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Optik Dansite (OD) Olgiimii:
Mikroplate okuyucuda 450 nm'de okuma yapildi. Standart egri, OD degerlerine karsilik
konsantrasyonlar kullanilarak olusturuldu. Orneklerin MPO konsantrasyonlari, regresyon

denklemi kullanilarak hesaplandi ve ng/mL olarak sunuldu (Egin ve digerleri, 2018).
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3.11.6. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Olciimii

MDA diizeyleri, Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute (Jiangsu, Cin) tarafindan
tiretilen AOO3-1 numarali Malondialdehit Tayin Kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu yontem,
MDA’nin 6zel bir kimyasal madde olan tiyobarbitiirik asit (TBA) ile yiiksek sicaklikta
reaksiyona girerek renkli bir madde olusturmasi esasina dayanir. Bu renkli maddenin
yogunlugu, cihazla olcililerek 6rnekteki MDA miktar1 belirlenir. Analiz oncesinde, doku
orneklerinden hazirlanan homojenatlar santrifiij edilerek sivi kisim (siipernatant) ayrilmistir.
Olgiim i¢in bu s1viya kitin igeriginde bulunan 6lgiim reaktifleri eklenmis ve karisim sicak su
banyosunda yaklagik 95 °C’de 40 dakika bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler sogutulmus,
tekrar santrifiij edilmis ve lstte kalan sivi kisim alinarak absorbans Ol¢limii yapilmustir.
Absorbans degerleri, kitin sagladig1 standartlara gore degerlendirilmis ve MDA diizeyleri
hesaplanmistir. Sonuglar tiretici firmanin talimatina gore degerlendirilmis olup, gerektiginde

nmol/mL olarak sunulmustur (Hu ve digerleri, 2021).

3.11.7. 8-OHdG Diizeylerinin Ol¢iimii

Kolon doku homojenatlarinda DNA oksidatif hasar gostergesi olan 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri, BT LAB (Cat. No: E0031Ra) tarafindan tiretilen ticari
ELISA kiti kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Bu kit, sican 6rnekleri i¢in 6zel olarak gelistirilmis ¢ift
antikor sandvi¢ ELISA prensibine dayali olarak g¢alismaktadir. Analiz oncesinde doku
ornekleri, PBS (pH 7.4) ile homojenize edilmis, ardindan 2000-3000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilerek silipernatant elde edilmistir. Hazirlanan orneklerden her kuyucuga 40 pL
numune, ardindan 10 pL biotin ile isaretli 8-OHdG antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP
¢ozeltisi eklenmistir. Plaka, 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
plakalar 5 kez yikanmis, her kuyucuga sirasiyla 50 pL substrat ¢ozeltisi A ve 50 pL substrat
¢oOzeltisi B eklenmistir. Karanlikta 37°C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan reaksiyon 50
pL durdurucu soliisyonla sonlandirilmistir. Renk degisimi sonrasi absorbans degerleri 450
nm dalga boyunda odlgiilmiistiir. Elde edilen optik yogunluk (OD) degerleri, kitte saglanan
standart egriye uygulanarak orneklerin 8-OHdAG diizeyleri ng/mL cinsinden sunulmustur

(Erdem, Aktas ve Ogiit, 2024).
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3.11.8. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute
(Jiangsu, China) tarafindan iiretilen ticari kit (Uriin kodu: A001-1-2) kullanilarak
kolorimetrik ydntemle belirlendi. Bu ydntem, ksantin oksidaz enzimi ile siiperoksit
anyonlariin {retildigi ve bu anyonlarin hidroksilamin ile reaksiyona girerek nitrit
olusturdugu prensibe dayanir. Olusan nitritler, kromojenik ajanla reaksiyona girerek 550
nm’de Olgiilebilen amaranth (kirmizi-mor) renkte bir kompleks olusturur. Numunede
bulunan SOD enzimi bu reaksiyonu inhibe eder; dolayisiyla absorbans degeri, SOD
aktivitesiyle ters orantili olarak azalir. Analiz 6ncesinde doku homojenatlar1 hazirlanmistir.
Olgiimde kullanilacak numune hacmi, 6n denemeler ile inhibisyon orani %45-50 arasinda
olacak sekilde optimize edilmistir. Reaksiyon karisimi asagidaki sekilde hazirlanmistir:
tampon soliisyonu (1,0 mL), substrat ¢ozeltisi (0,1 mL), stroma ¢ozeltisi (0,1 mL), enzim
¢ozeltisi (0,1 mL) ve belirlenen hacimde numune eklenerek hazirlanmistir. Karigim
vortexlenerek 37 °C’de 40 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 2 mL kromojen
ajan ilave edilmis ve karisim oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Absorbans degerleri
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Sonuglar U/mL olarak sunulmustur
(Hu ve digerleri, 2021).

3.11.9. GSH-Px Aktivitesinin Tayini

GSH-Px aktivitesi tespiti i¢in tiim iglemler Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute
(Jiangsu, Cin) tarafindan iiretilen Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayin Kiti (Uriin kodu:
A005-1-2) kullanilarak kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Bu ydntem, glutatyon
peroksidaz enziminin hidrojen peroksidi indirgerken glutatyonu oksitlemesi prensibine
dayanir. Bu islem sirasinda NADPH, NADP*’a doniisiirken absorbans azalmasi meydana
gelir. Bu degisim, cihazla 6lgiilerek GSH-Px aktivitesi hesaplanir. Analiz 6ncesinde, doku
orneklerinden hazirlanan homojenatlar santrifiij edilerek sivi kisim (slipernatant) elde
edilmistir. Ol¢iim igin bu siipernatantlar, kitin sagladig: reaktiflerle karistirilarak reaksiyon
karistmi hazirlanmistir. Karisim 37 °C’de uygun siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan

absorbans degerleri belirli araliklarla (genellikle 0. ve 5. dakikalar) spektrofotometrede
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Olciilmiistiir. Absorbans degisimi iizerinden GSH-Px aktivitesi hesaplanmig ve sonuglar,
tretici firmanin Onerdigi formiile gore degerlendirilmistir. Sonuglar U/mL olarak

sunulmustur (Hu ve digerleri, 2021).

3.11.10. TAS Diizeylerinin Ol¢iimii

Tim islemler, Erel (2004) tarafindan tanimlanan yontem esas alinarak ve ticari kitin
protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir. Erel, O. (2004) tarafindan gelistirilen bu
yontem, ABTS* (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonu
kullanilarak toplam antioksidan kapasitenin 6l¢iilmesini saglar. Bu yontem, antioksidanlarin
ABTS" radikalini notralize etme kapasitesine dayanir. Yeni nesil, daha kararl, renkli 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit radikal katyonu (ABTS(*+)) kullanilmistir.
ABTS(*+), konsantrasyonlarina ve antioksidan kapasitelerine gore antioksidanlar tarafindan
notralize edilir ve renksizlestirilir. Bu renk degisimi, 660 nm'de absorbanstaki bir degisim
olarak oOl¢iilmiistiir. Absorbans azalmasi, antioksidan kapasiteyle dogru orantilidir. Bu islem
otomatik bir analizére uygulanmis ve deney Trolox ile kalibre edilerek sonuglar Trolox

esdegeri milimol/litre (mmol Trolox Eq/L) cinsinden sunulmustur (Erel, 2004).

3.11.11. TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

Tiim iglemler, Erel (2005) tarafindan tanimlanan yontem esas alinarak ve ticari kitin
(Rel Assay) protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir. Toplam oksidan diizeyi (TOS),
Orhan Erel tarafindan gelistirilen kolorimetrik yonteme dayali olarak, ticari bir kit
kullanilarak Ol¢iilmiistir (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip, Gaziantep, Tiirkiye). Bu
yontem, Ornekteki tiim oksidan bilesiklerin (peroksitler, serbest radikaller vb.) varliginda
ferroz iyonlarimin (Fe?*), ferrik iyonlara (Fe*') oksitlenmesi esasina dayanir. Olusan Fe?*
iyonlar1, kromojen ajan olan ksilenol oranj ile renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin
renk yogunlugu, spektrofotometre ile 530-560 nm dalga boyunda olgiiliir. Elde edilen

degerler, iretici firmanin sagladigi standart egri dogrultusunda degerlendirilmis ve
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mikromol hidrojen peroksit esdegeri/litre (umol H202 Eq/L) cinsinden ifade edilmistir (Erel,
2005).

3.11.12. OSI Degerlerinin Hesaplanmasi

TOS degerleri mikromolar hidrojen peroksit esdegeri/litre (umol H20. Esd./L)
cinsinden, TAS diizeyleri ise milimolar Trolox esdegeri/litre (mmol Trolox Esd./L)
cinsinden ifade edildi. TOS un TAS’a oran1 oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edildi
ve asagidaki formiille hesaplandi: OSI = TOS (umol H20: Esd./L) / TAS (umol Trolox
Esd./L) x 100 (Paulis ve digerleri. 2024).

3.12. Makroskobik inceleme

Sakrifikasyon yapildiktan sonra tiim gruplardan alinan kolon doku ornekleri taze iken,
serum fizyolojik ¢ozeltisi ile temizlenip agildiktan sonra bir yiizey iizerine diiz bir sekilde
yatirilarak longitudinal kesiyle agildiktan sonra fotograflandi ve uzman patolog tarafindan
makroskobik degerlendirmeye tabi tutuldu. Makroskobik inceleme i¢in kolon oOrnekleri
Wallace ve digerleri, (1990) tarafindan tarif edilen teknige gore, gozlenen hasar seviyeleri
skorlanarak yapildi. Bu teknik ile hiperemi, iilserasyon, kolon duvari kalinlasmasinin yani

sira, lezyonlarin uzunlugu ve sayisi da degerlendirildi.
Buna gore;
0: Normal
1: Lokal hiperemi (iilser yok)
2: Hiperemi veya bagirsak duvari kalinlagsmasi olmadan iilserasyon
3: Tek bir bolgede tilserasyon ve inflamasyon
4: iki veya daha fazla iilserasyon ve inflamasyon bdlgesi
5: Kolon boyunca 1 cm'den fazla yayilim gosteren hasar

6-10: 2 cm'den uzun hasarlarda her ek cm igin skor 1 artirilir.
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3.13. Histopatolojik Analizler

Ratlardan alinan kolon dokularinin takip, kesit alma ve boyama islemleri Aydin
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Ratlardan alinan kolon 6rnekleri digki artiklarinin serum fizyolojik ¢ozeltisi
ile temizlenmesinden sonra, patolojik inceleme icin %10'luk tamponlu formaldehit
soliisyonu igine konuldu. Dokular soliisyon iginde 24-48 saat fikse edildikten sonra
kolonlardan 6rnekler alindi ve kasetlendi. Daha sonra hazirlanan kasetler otomatik doku
takip cihazinda (LEICA ASP 300 S) 14-16 saat siire ile takip islemine alindi. Takip islemi
ardindan dokular parafinde tespitlendi, elde edilen parafin bloklardan mikrotom (Thermo
Shandon HM 430 Sliding Microtome, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) ile 2-3 um
kalinlikta seri kesitler elde edildi. Bu kesitler 151k mikroskobu incelemesi i¢in pozitif yiiklii
lamlara alindi. Bir gece 37°C-lik etiivde tutulan seri kesitler Hematoksilen-Eozin boyast ile
boyandi. Tiim Ornekler deney gruplarindan habersiz bir uzman patolog tarafindan 1s1k
mikroskobu (Olympus BX53, Olympus Co., Tokyo, Japan) ile incelendi. Fotomikrograflar,
Olympus BX-53 model mikroskop (Olympus Co., Tokyo, Japan) iizerine adapte edilmis
yiiksek rezoliisyonlu versiyon 2 video kamera (Olympus DP-22 Microscope digital camera
software program, Tokyo, Japan) ile gekildi. Alinan kesitler incelendikten sonra hasar
siddetini gosteren parametrelere gére histopatolojik skorlama yapildi. Kolon 6rneklerinden
hazirlanmis, Hematoksilen-Eozin ile boyanmis preparatlarin histopatolojik degerlendirmesi
literatiirde ortaya konan kriterlere gore degerlendirildi ve kolon hasarinin seviyesine gore
puanlandirildi. Iltihabi infiltrasyonun derecesi, hemoraji, nekroz, kript apselerinin varligi,
goblet hiicrelerinde azalma, mukozal yap1 kaybi, 6dem, kolon duvarinda kalinlasma ve
morfolojik degisiklikleri agisindan degerlendirme yapildi. Her parametre i¢in kullanildi: yok
(0), hafif (1), orta (2) ve yogun (3) olmak iizere 3 dlgek kullanildi (Gonzales ve digerleri,
1999; Appleyard ve Wallace, 1995).

3.14. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesinde “IBM SPSS statistics Version” 26.0

istatistik  programi  kullanildi. Kantitatif degiskenlerin normal dagilim gosterip
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gostermedigini belirlemek i¢in Kolmogorov Smirnov testi kullanildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel degerlendirmede oneway analysis of variance (ANOVA) kullanildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda, Ducnnett’s multiple comparisons testi ile gergeklestirildi. Tiim gruplar
TNBS grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirilidi. Gruplarin degerleri, ortalama + SEM
olarak ifade edildi ve p degerleri i¢in 0,05 istatistiksel anlamlilik sinir1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik Degisimleri

Calismada, deney siireci boyunca viicut agirligi degisimleri her grup icin ayri ayr
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Sham grubundaki siganlarda 3 giinliik deney
stiresi boyunca agirlik ortalamalar1 normal saglikli sicanlardan beklenen sekliyle %3,53 artis
gostermistir. TNBS grubundaki sigcanlar ise %10,42’lik viicut agirhginda azalma
gostermiglerdir. MSB10 grubunda tedavi edilen sicanlarda, belirgin diizeyde viicut
agirligindaki azalma onlenerek %4,78 e indirilmistir. MSB4 grubunda tedavi edilen siganlar
ise agirlik azalmasinin 6nlenmesinde en az etkili grup olmustur ve %8,49° luk bir agirlik
azalmas1 gostermislerdir. MSB4x3 grubunda ii¢ giin boyunca 4 mg/kg verilen grupta ise bu
azalma tek doz 10 mg/kg verilen MSB10 grubundaki siganlarla benzer bulunmustur. Bu
sonuglara gére MSB10 ve MSB4x3 gruplarinda Sham grubuna en yakin sonuglar elde
edilmistir. Elde edilen bulgulara gore; Tiim gruplarin ilk giin ve son giin viicut agirligi

degisimler Tablo 1. ve Sekil 4’de sunulmustur.

Tablo 1. Tiim gruplarin ilk giin ve son giin viicut agirhig: degisimleri

Gruplar ik Agirhk (g) Son Agirlik (g) Fark (g) Degisim (%)
Sham 283.25 293.25 10.00 3.53
TNBS 280.75 251.50 -29.25 -10.42
MSB10 285.00 271.38 -13.62 -4.78
MSB4 266.63 244.00 -22.63 -8.49
MSB4x3 275.13 261.88 -13.25 -4.82
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Viicut Agirhgi Degisimi (%)

MSB10

6,00
4,00
2,00
0,00

-2,00
-4,00
-6,00
-8,00

-10,00

12,00

MSB4x3

% degisim

Sham TNBS MSB4

Gruplar

Sekil 4. Tiim gruplarin ilk giin ve son giin agirlik degisimleri

4.2. Biyokimya Bulgulan

Calismamizda; TNBS ile gerceklestirilen deneysel kolit Menadion sodyum bistilfit
(MSB) (Vitamin K3) uygulanmasinin inflamasyon tizerindeki etkileri biyokimyasal olarak

degerlendirilmistir. Biyokimyasal analizlere ait toplu sonuclar Tablo 2. de sunulmustur.

Tablo 2. Tiim gruplara ait toplu biyokimya bulgular1

Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4X3
TN?n-g/Boku 5,47+ 0,42 22,07 + 6,67 6355077 | 6194117 | 565079
TNIZ;}% /?_‘;mm 122154832 | 1795241142 | 1012541145 | 11164467 | 10218436
IL'(L% /?‘)’k“ 91234498 | 227164387 | 136241375 | 105.6249,02 | 13837+10.1
IL'E ggfg“m 45232416 | 6010843842 | 399034592 | 415974557 | 449.33+36.53
IL('gg]/)lf’)k“ 1,55+ 0,36 14,55 £ 4,25 484122 761+ 1.9 3,09+ 0,79
IL'(?J;T_")”““ 47834182 | 65844419 | 49494193 | 4946+4.86 | 4379+ 1,57
MPO Doku 0.89 = 0,07 1,82 4027 1,05 + 0,08 1,06 + 0,06 0.8+ 0,05
(ng/mL)
MPO Serum 7,93 + 0,24 9,24+0,51 5,67 +0,28 6,02 + 0,41 5,64+022
(ng/mL)
PGE2 Doku | g0 03\ 9 uy | 1570241873 | 9703477 | 64754356 | 650547
(ng/mL)
P(;’fé /rsrﬁf‘)lm 656,05 20,48 | 663,79 +38,67 | 591,32 445,02 | 549,06+54.51 | 381,96+51,43
80hdG Doku 0,53 + 0,02 1,7+0,04 1,18 £ 0,02 1,28 + 0,02 0,91 = 0,03
(ng/mL)
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Tablo 2. Tiim gruplara ait toplu biyokimya bulgulari (devami)

MDA Doku
(nmol/mL)

3,06 £ 0,1

11,94 £ 0,3

8,11 +£0,08

9.29+0,13

6,55+ 0,17

SOD Doku
(U/mL)

178,68 £4,31

70,52 £2,48

113,06 + 1,37

87,6 £2,99

136,53 £2,23

GSH_Px Doku
(U/mL)

702,93 £9,38

191,51 £5,47

458,05 13,84

243,54+10,91

574,18 + 20,9

TAS Doku
(Trolox

721,59 £19,91

224,73 £ 10,15

347,52+16,15

389,4 + 8,33

496,28+13,63

equivalent/L)
TOS Doku
(H20,
equivalent/L)
OSI Doku
(umol H20:
Esd./L /trolox
equivalent/L)

9,63 £0,18 18,37+ 0,5 15,98 + 0,33 15,22+ 0,21 12,79 £ 0,31

1,34+ 0,04 8,33+0,53 4,66 + 0,22 3,92+0,11 2,59+0,1

4.2.1. Doku TNF-alfa Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusundaki TNF-a diizeyleri; Sham grubunda 5,47 + 0,42 ng/L olarak
Olctiliirken, TNBS grubunda anlamli bir artigla 22,07 + 6,67 ng/L dilizeyine ulagsmistir (**:
p<0,01). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 ile tedavi edilen gruplarda sirasiyla 6,35 + 0,77 ng/L,
6,19 + 1,17 ng/L ve 5,65 + 0,79 ng/L degerleri elde edilmis olup, bu gruplarin hepsinde
TNBS grubuna gore anlamli bir azalma gozlenmistir (**: p<0,01). MSB tedavileri, TNF-a
doku diizeylerini Sham grubuna yakin diizeylere indirmistir. Gruplar arast doku TNF-a
diizeyleri karsilastirmasi Sekil 5° de sunulmustur.

TNF-a Doku
35,00

30,00
25,00

20,00

ng/L

15,00

sksk

Sham

10,00 sk %k ck sk
H EH M
MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

0,00
TNBS

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmistir
L FxE: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05
Sekil 5. Gruplarin TNF- o doku diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.2.2. Serum TNF-a Diizeyleri Bulgular:

Serumdaki TNF-a diizeyleri; Sham grubunda 122.15 + 8,32 ng/L, TNBS grubunda
179.52 + 11,42 ng/L, MSB10 grubunda 101.25 + 11,45 ng/L, MSB4 grubunda 111.64 +
6,70 ng/L, MSB4x3 grubunda 102.18 + 3,60 ng/L olarak bulunmustur. TNBS grubunda
Sham grubuna gore belirgin diizeyde artmistir (***: p<0,001). MSB’nin ti¢ farkli sekilde
uygulandig ii¢ farkli tedavi grubunda da en yiiksek diizeyde anlamlilik ile TNF-a diizeyleri
serumda distiriilmiistiir (***:p<0,001). Gruplar aras1 serum TNF-a diizeyleri karsilastirmasi

Sekil 6’de sunulmustur.

TNF-0 Serum
250,00
200,00
Bk
150,00 sk
ok sk sk ok
S
S 100,00
50,00
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirilmistir.
3 p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 6. Gruplarin TNF- a Serum diizeylerinin karsilastirilmast.
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4.2.3. Doku IL-1p Diizeyleri Bulgular1

Kolon dokusundaki IL-1B diizeyi TNBS grubunda 227,16 + 38,7 pg/L olarak
olgtilerek, Sham grubuna kiyasla anlamli sekilde artmustir (***: p<0,001). MSB10 grubunda
bu diizey 136,62 + 13,75 pg/L olup, TNBS grubuna goére anlamli sekilde azalma
gostermistir (**: p<0,01). MSB4 grubunda IL-1B diizeyi 105,62 + 9,02 pg/L olarak
belirlenmis ve TNBS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diislis saptanmistir
(***: p<0,001). Benzer sekilde, MSB4x3 grubunda dokuda 138,37 + 10,1 pg/L diizeyinde
Olgiilen IL-1B miktar1 da TNBS grubuna gore anlamli sekilde azalmistir (**: p<0,01).

Gruplar aras1 doku IL-1f diizeyleri karsilastirmasit Sekil 7°de sunulmustur.

IL-1p Doku
300,00
250,00
200,00
kk sk
= 150,00 s ok
en
(=¥ kksk
100,00
50,00 .
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtiriimstir.
*EE: p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 7. Gruplarin IL-1f doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.4. Serum IL-1p Diizeyleri Bulgular:

IL-1B serum diizeyleri Sham grubunda 452,32 + 16 pg/L, TNBS grubunda ise 601,08
+ 38,42 pg/L olarak 6l¢iilmiistiir. TNBS grubunda artis gézlense de Sham grubuna kiyasla
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MSB10 ve MSB4 gruplarinda sirasiyla
390,08 + 59,2 pg/L ve 415,97 + 55,7 pg/L diizeyleri ile TNBS grubuna gore (**: p<0,01) ve
(*: p<0,05) olmak iizere anlamli azalma saptanmistir. MSB4x3 grubunda ise 449,33 + 36,53
pg/L diizeyi ile anlamh fark izlenmemistir. Tiim tedavi gruplarinda Sham grubunun altinda
degerlere inmistir. Gruplar arast serum IL-1B diizeyleri karsilastirmasi Sekil 8’de

sunulmustur.

IL-1p Serum
700,00

600,00
500,00

sk *
400,00
300,00
200,00
100,00
0,00

Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

pg/L

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtiriimstir.
***: p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 8. Gruplarin IL-1f serum diizeylerinin karsilastiriimasi.
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4.2.5. Doku IL-6 Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda IL-6 diizeyleri; Sham grubunda 1,55 + 0,36 pg/L olarak Ol¢iilmiis,
TNBS grubunda anlamli artig gostererek 14,55 + 4,25 pg/L seviyesine ulagmistir (**:
p<0,01). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 gruplarinda sirasiyla 4,58 + 1,22 pg/L, 7,61 + 1,9 pg/L
ve 3,09 + 0,79 pg/L diizeyleri tespit edilmistir. TNBS grubuna gére MSB10 grubunda (*:
p<0,05), ve MSB4x3 grubunda (**: p<0,01) anlamli azalma bulunmustur. MSB4 grubunda
ise TNBS grubuna gore anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). Gruplar aras1 doku IL-6

diizeyleri karsilastirmasi Sekil 9°de sunulmustur.

IL-6 Doku

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

8.00 *

6,00 &k
-
0.00 e

Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3

pg/L

Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirtlmistir.
***: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05

Sekil 9. Gruplarin IL-6 Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.6. Serum IL-6 Diizeyleri Bulgular:

IL-6 serum diizeyleri; Sham grubunda 47,83 + 1,82 pg/L olarak 6l¢iilmiis, TNBS
grubunda anlamli artig gostererek 65,84 + 4,19 pg/L diizeyine ulagmistir (*: p<0,05).
MSB10, MSB4 ve MSB4x3 gruplarinda sirasiyla 49,49 + 1,93 pg/L, 49,46 + 4,86 pg/L ve
43,79 + 1,57 pg/L degerleri elde edilmistir. TNBS grubuna gore anlamli azalma; MSB10
grubunda (**: p<0,01), MSB4 grubunda (**: p<0,01) ve MSB4x3 grubunda (***: p<0,001)
olmak {izere tedavi gruplarmin hepsinde anlamli bulunmustur. Tiim tedavi gruplarinda
Sham grubuna yakin olmakla birlikte, MSB4x3 grubunda Sham grubu degerlerinin altina

inmigtir. Gruplar arasi serum IL-6 diizeyleri karsilastirmasi Sekil 10’da sunulmustur.

IL-6 Serum
80,00
70,00
60,00 s i .
50,00
= 40,00
= 30,00
20,00
10,00
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Sekil Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirtlmstir.
*** p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 10. Gruplarin IL-6 Serum diizeylerinin karsilastiriimasi.
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4.2.7. Doku MPO Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda MPO diizeyleri Sham grubunda 0,89 + 0,07 ng/mL olarak 6l¢iilmiis,
TNBS uygulamast sonrasinda bu deger anlamli sekilde artarak 1,82 + 0,27 ng/mL
seviyesine ulagmistir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 tedavileri sonrasinda
MPO diizeyleri sirasiyla 1,05 + 0,08 ng/mL, 1,06 £ 0,06 ng/mL ve 0,80 + 0,05 ng/mL olarak
belirlenmigstir. TNBS grubuna gore bu li¢ tedavi grubunda da MPO diizeyleri istatistiksel
olarak anlaml sekilde azalmistir; MSB10 ve MSB4 gruplarinda (**: p<0,01), MSB4x3
grubunda ise (*¥**: p<0,001) 6nemli diizeyde anlamlilik elde edilmistir. Ayrica tiim
gruplarda kontrol degerlerine yakin olmakla birlikte, MSB4x3 grubunda Sham grubu

degerlerinin altina inmistir. Gruplar arast doku MPO diizeyleri karsilagtirmast Sekil 11°da

sunulmustur.
MPO - Doku
2,50
2,00
1,50
'é Aok %k
ERT R Aok
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirilmistir.
***: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05

Sekil 11. Gruplarin MPO Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.8. Serum MPO Diizeyleri Bulgular:

MPO serum diizeyleri Sham grubunda 7,93 + 0,24 ng/mL olarak 6l¢iilmiis, TNBS
grubunda bu deger anlamli sekilde artarak 9,24 + 0,51 ng/mL seviyesine yiikselmistir (*:
p<0,05). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 gruplarinda MPO diizeyleri sirasiyla 5,67 + 0,28
ng/mL, 6,02 + 0,41 ng/mL ve 5,64 £ 0,22 ng/mL olarak saptanmistir. Tiim tedavi
gruplarinda, TNBS grubuna gore ileri diizeyde anlamli azalma bulunmustur (***: p<0,001).
Ayrica tiim tedavi gruplarinda Sham grubundan daha diisiik degerlere inmistir. Gruplar arasi

serum MPO diizeyleri karsilastirmasi Sekil 12°de sunulmustur.

MPO - Serum
12,00
10,00
%
8,00 n
keskock skkock
@ 6,00
2 4,00
2,00
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirilmistir
***: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05

Sekil 12. Gruplarin MPO Serum diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.9. Doku PGE:; Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda PGE: diizeyleri; Sham grubunda 58,83 + 2,42 ng/mL olarak
Olciilmiis, TNBS uygulamasi sonrasinda bu deger anlamli bir artis gostererek 157,02 +
18,73 ng/mL’ye ulagmustir (***: p<0,001). Tedavi uygulanan MSB10, MSB4 ve MSB4x3
gruplarinda sirastyla 97,03 £ 7,7 ng/mL, 64,75 £+ 3,56 ng/mL ve 65,05 £ 7 ng/mL diizeyleri
tespit edilmistir. TNBS grubuna kiyasla bu ii¢ tedavi grubunda da PGE: diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmistir (***: p<0,001). Gruplar aras1 doku PGE:

diizeyleri karsilastirmasi Sekil 13’de sunulmustur.

PGE2 - Doku
200,00
180,00
160,00
140,00
120,00 kK
g 100,00
S 80,00 g koksk ssksk
= 60,00
40,00
20’00 . I
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.
**% p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 13. Gruplarin PGE2 Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.10. Serum PGE; Diizeyleri Bulgular:

PGE:2 serum diizeyleri Sham grubunda 656,05 + 20,48 ng/mL olarak 6l¢lilmiis, TNBS
uygulamasi sonrasinda benzer diizeyde kalarak 663,79 + 38,67 ng/mL seviyesinde
bulunmustur. MSB10 ve MSB4 gruplarinda bu degerler sirastyla 591,32 + 45,02 ng/mL ve
549,06 £ 54,51 ng/mL olarak sham grubundan daha diisiik degerlere inmis olsa da bu
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MSB4x3 grubunda ise PGE-2
diizeyleri TNBS grubuna gore anlamli sekilde diiserek 381,96 + 51,43 ng/mL’ye
gerilemistir (***p<0,001). Tedavi gruplarinin hepsi serum PGE:2 diizeylerinde sham

grubunun altinda degerler sergilemistir. Gruplar arasi1 serum PGE2 diizeyleri karsilastirmast

Sekil 14’de sunulmustur.

PGE2- Serum
800,00
700,00
600,00
500,00 ko
-
= 400,00
B
= 300,00
200,00
100,00
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.
*xk p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 14. Gruplarin PGE2 Serum diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.11. Doku MDA Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda MDA diizeyleri Sham grubunda 3,06 + 0,1 nmol/mL olarak

Ol¢iilmiistiir. TNBS uygulamasi sonrasinda bu deger belirgin sekilde artarak 11,94 + 0,3
nmol/mL’ye ulagmistir (***: p<0,001). Tedavi uygulanan MSB10, MSB4 ve MSB4x3
gruplarinda MDA diizeyleri sirasiyla 8,11 £+ 0,08 nmol/mL, 9,29 + 0,13 nmol/mL ve 6,55 +

0,17 nmol/mL olarak bulunmustur. TNBS grubuna kiyasla bu {i¢ tedavi grubunda da MDA

diizeyleri anlaml sekilde azalmistir (***: p<0,001). Gruplar arasi doku MDA diizeyleri

karsilagtirmasi Sekil 15°de sunulmustur.

MDA - Doku
14,00
12,00
dkk
10,00 Kok k
-1 8,00 dk ok
£
= 6,00
£
2 4,00 ek
2,00 .
0,00
Sham TNBS MSBI10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.

*k: 5<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 15. Gruplarin MDA Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.12. Doku 8-OHdG Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda 8-OHdG diizeyleri Sham grubunda 0,53 + 0,02 ng/mL olarak
belirlenmistir. TNBS uygulamasi sonrasinda bu deger anlaml sekilde artarak 1,7 + 0,04
ng/mL seviyesine ulagsmistir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 tedavileriyle bu
diizeyler sirasiyla 1,18 = 0,02 ng/mL, 1,28 £ 0,02 ng/mL ve 0,91 £ 0,03 ng/mL olarak
Ol¢lilmiigtiir. TNBS grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda 8-OHdG diizeylerinde anlamli
azalma gorilmistir (***: p<0,001). Gruplar aras1 doku 80Hdg diizeyleri karsilagtirmasi

Sekil 16’de sunulmustur.

8-OHdG- Doku

2,00

1,80

1,60

1,40 s ook

1,20
'g 1,00 seskook
E" 0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirilmstir.
**% p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 16. Gruplarin 8-OHdG Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.13. Doku GSH-Px Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda GSH-Px diizeyleri Sham grubunda 702,93 + 9,38 U/mL olarak
belirlenmistir. TNBS uygulamas: sonrasinda bu deger anlamli sekilde azalarak 191,51 +
5,47 U/mL seviyesine diismiistiir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 tedavi
gruplarinda GSH-Px diizeyleri sirasiyla 458,05 + 13,84, 243,54 + 10,91 ve 574,18 + 20,9
U/mL olarak olgiilmistiir. TNBS grubuna kiyasla MSB10 ve MSB4x3 gruplarinda ileri
diizeyde (***: p<0,001), MSB4 grubunda ise daha diisiikk anlamlilik diizeyinde (*: p<0,05)
olsa da GSH-Px diizeylerinde tiim tedavi gruplarinda anlamli artis gézlenmistir. Gruplar
aras1 doku GSH-Px diizeyleri karsilastirmasi Sekil 17’de sunulmustur.

GSH- Px
800,00 .y
700,00
600,00 FEE
500,00 ok
.é 400,00 .
= 300,00
200,00
100,00 .
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtiriimstir.
**% p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 17. Gruplarin GSH-Px Doku diizeylerinin karsilastiriimasi.
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4.2.14. Doku SOD Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda SOD diizeyleri Sham grubunda 178,68 + 4,31 U/mL olarak
Ol¢iilmiistiir. TNBS grubunda bu diizey belirgin sekilde azalarak 70,52 + 2,48 U/mL’ye
gerilemistir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 ile tedavi edilen gruplarda SOD
diizeyleri sirasiyla 113,06 = 1,37 U/mL, 87,6 = 2,99 U/mL ve 136,53 £+ 2,23 U/mL olarak
bulunmustur. MSB10 ve MSB4x3 gruplar ileri diizeyde (***: p<0,001) diizeyde, MSB4
grubu ise orta diizeyde (**: p<0,01) bir anlamlilik ile tiim tedavi gruplarinda TNBS grubuna
kiyasla SOD diizeylerinde onemli bir artis tespit edilmistir. Gruplar arasi doku SOD

diizeyleri karsilastirmasi Sekil 18°de sunulmustur.

SOD - Doku
200,00 s
180,00
160,00 s
140,00 s
120,00
'g 100,00 **
S 80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
Sham TNBS MSBI10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.
**% p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 18. Gruplarin SOD Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.15. Doku TAS Diizeyleri Bulgular:

TAS doku diizeyleri Sham grubunda 721,59 + 19,91 Trolox equivalent/L olarak
belirlenmistir. TNBS uygulamas: sonrasinda bu deger anlamli sekilde azalarak 224,73 +
10,15 seviyesine diigmiistiir (***: p<0,001). Tedavi gruplarinda TAS diizeyleri MSB10’da
347,52 £ 16,15, MSB4’te 389,4 + 8,33 ve MSB4x3’te 496,28 + 13,63 olarak ol¢iilmiistiir.
TNBS grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda TAS diizeylerinde anlaml artis izlenmistir

(***: p<0,001). Gruplar aras1 doku TAS diizeyleri karsilagtirmasi Sekil 19’de sunulmustur.

TAS- Doku
skkosk
800,00
700,00
§ 600,00 skok
S 500,00 s e
~ skksk
Z 400,00
g 300,00
g 200,00
= 100,00
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastirilmistir.

*Hk: 5<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 19. Gruplarin TAS Doku diizeylerinin karsilastirilmast.
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4.2.16. Doku TOS Diizeyleri Bulgular:

Kolon dokusunda TOS diizeyleri; Sham grubunda 9,63 + 0,18 H20. equivalent/L
olarak belirlenmistir. TNBS uygulamasi sonrasinda bu diizey anlamli artis gostererek 18,37
+ 0,5 seviyesine ulagsmustir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 ile tedavi edilen
gruplarda TOS diizeyleri sirastyla 15,98 + 0,33, 15,22 + 0,21 ve 12,79 £+ 0,31 olarak
Ol¢iilmiistiir. TNBS grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda TOS diizeylerinde anlamli
azalma tespit edilmistir (***: p<0,001). Gruplar aras1 doku TOS diizeyleri karsilagtirmasi
Sekil 20’de sunulmustur.

TOS- Doku
20,00
18,00 ek s
16,00
= 14,00 o
‘g 12,00 e
S 10,00
S 8,00
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S 6,00
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S 4,00
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= 2,00 I
0,00
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.
**% p<0,001 , **: p<0,01 , *: p<0,05

Sekil 20. Gruplarin TOS Doku diizeylerinin karsilastirilmasi.
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4.2.17. Doku OSI Degerleri Bulgular:

Kolon dokusunda hesaplanmis olan OSI degerleri; Sham grubunda 1,34 + 0,04 olarak
Ol¢iilmiistiir. TNBS uygulamasi sonrasinda bu deger anlaml diizeyde artarak 8,33 + 0,53
seviyesine ulagsmistir (***: p<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 tedavileriyle OSI
degerleri sirasiyla 4,66 + 0,22, 3,92 + 0,11 ve 2,59 + 0,1 olarak bulunmustur. TNBS
grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda OSI degerleri anlamli azalma gozlenmigtir (***:

p<0,001). Gruplar arasi hesaplanmigs doku OSI degerleri karsilagtirmasi Sekil 21’de

sunulmustur.
OSI- Doku

10,00

9,00

8,00
§ 7,00
2 6,00
n sokok
éﬁ 5,00 * %k
”O’ 4,00 oskok
= 3,00

2,00 sk
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Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtirilmstir.
*#%: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05

Sekil 21. Gruplarin doku OSI degerleri karsilagtirilmasi.
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4.3. Makroskobik Bulgular

Makroskobik inceleme Wallace ve digerleri 1990 a gore 0-10 arast skorlanarak
yapildi. Tiim gruplara ait makroskobik skorlar Tablo 3. de sunuldu. Sonuglara gére, Sham
grubunda makroskobik hasar goriilmedi, TNBS grubunda hasar en iist diizeyde olup, tedavi
gruplarinda makroskobik hasarin ve yayilimin azaldigi daha lokalize olmus lezyonlar

seklinde izlendi (Resim 14.)

A: Sham grubu, B: TNBS grubu, C: MSB10 grubu, D: MSB4 grubu, E: MSB4x3 grubu

Resim 14. Tiim gruplarin temsili makroskobik goriiniimleri

Tablo 3.Tiim gruplara ait makroskobik skorlama sonuglar1

Gruplar Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3

Ort + SEM 0,38 +0,18 9,25+0,50 6,38 £0,32 8,13+0,44 5,00+1,10
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Makroskobik skor ortalamalari sham grubunda 0,38 + 0,18 olarak belirlenmistir.
TNBS uygulamasi sonrasinda bu diizey anlamli bir artig gostererek 9,25 + 0,50 seviyesine
ulagmistir (***p<0,001). Tedavi gruplarinda MSB10 grubunda 6,38 + 0,32 ortalama ile
anlamli olarak azalmistir (**p<0,01). MSB4 grubunda 8,13 + 0,44 ortalama ile TNBS
grubuna gore daha diisiik bir ortalama skor elde edilse de anlamli diizeyde bir makroskobik
iyilesme gozlenememistir (p>0,05). MSB4x3 grubunda ise ortalama skor ve 5,00 + 1,10
olarak 6l¢iilmiis ve TNBS grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiliksek derecede anlamli bir
iyilesme gozlenmistir (¥**p<0,001). Gruplar arast makroskobik skorlarin karsilastirilmasi

Sekil 22°de sunulmustur.

Makroskobik Skorlama
12,00
10,00
8,00 o
ksksk
2 6,00
vy
4,00
2,00 sookok
0,00 —I
Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilagtiriimstir.
*#%: p<0,001 , **: p<0,01, *: p<0,05

Sekil 22. Gruplarin makroskobik skorlarinin karsilastirilmasi.
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Sakrifikasyon sonrasi alman dokular %10 luk formalin soliisyonunda tesbit edildi.
Fikse edilmis dokulara ait toplu gorseller Resim 15.’de sunuldu. Yontem bolimiinde
aciklanan histopatolojik hazirlik ve inceleme posediirlerine gore yapilan ve incelemelerde
[ltihabi infiltrasyonun derecesi, hemoraji, nekroz, kript apselerinin varhigi, goblet
hiicrelerinde azalma, mukozal yap1 kaybi, ddem, kolon duvarinda kalinlasma ve morfolojik
degisiklikleri agisindan degerlendirme yapildi. Her parametre i¢in kullanildi: yok (0), hafif
(1), orta (2) ve yogun (3) olmak iizere 3 Olcek kullanildi (Gonzales ve digerleri, 1999;
Appleyard ve Wallace, 1995). Tiim gruplara ait topu sonuglar Tablo 4’de sunuldu.

A: Sham grubu, B: TNBS grubu, C: MSB10 grubu, D: MSB4 grubu, E: MSB4x3 grubu

Resim 15. Fikse edilmis olan kolon dokularinin gériiniimii
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4.4.1. Total Histopatolojik Bulgular

Tablo 4.Tiim gruplara ait histopatolojik skorlama tablosu

Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
iltihabi 0,38+ 0,18 3,00 + 0,00 2,38+0,18 2,75+0,16 2,00 +0,27
infiltrasyon
Hemoraji 0,00 + 0,00 2,75+ 0,16 1,75+ 0,25 2,63 +0,18 1,50+ 0,19
Nekroz 0,00 + 0,00 3,00 + 0,00 2,38 +£0,18 3,00 + 0,00 2,25+ 0,16
Kript_ 0,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 2,38+0,18 2,88+0,13 2,00 £0,27
Apseleri
Goblet Hiicre 0,00 + 0,00 3,00 + 0,00 2,38+0,18 3,00 + 0,00 2,00 £0,27
Azalmasi
Mukozal Yapi 0,00 £ 0,00 3,00 + 0,00 2,38 +0,18 3,00 £ 0,00 2,00 £0,27
Kaybi
Kolon Duvar 0,00 + 0,00 2,75+ 0,16 1,75+ 0,25 2,63+0,18 1,50 + 0,19
Kalinlasmasi
Odem 0,38+ 0,18 2,75+ 0,16 2,38 +£0,18 2,63+0,18 1,88 + 0,30
TOTAL 0,09 + 0,05 2,91 + 0,06 2,22 +£0,19 2,81 + 0,08 1,89 + 0,22

Histopatolojik toplam skorlamaya gore, sham grubunda ortalama deger 0,09 + 0,05

iken, TNBS grubunda bu deger anlamli sekilde artarak 2,91 + 0,06'ya yiikselmistir
(p***<0,001). MSB10, MSB4 ve MSB4x3 tedavi gruplarinda sirasiyla 2,22 = 0,19 ile 2,81

+ 0,08 ve 1,89 + 0,22 degerleri elde edilmistir. TNBS grubuna kiyasla anlamli azalma
MSB10 (**p<0,01) ve MSB4x3 gruplarinda gozlenmistir (***p<0,001). MSB4 grubunda

total doku hasarinda anlamli bir iyilesme goézlenememistir (p>0,05). lyilesme gdsteren

gruplar ve anlamlilik diizeyleri makroskobik skorlama bulgular1 ile benzer sekilde

bulunmustur. Tiim gruplarin her parametre icin histopatolojik skorlama sonuglarinin

gosterildigi toplu sonuglar Tablo 4.’de sunulmustur. Gruplar arasi total doku hasari

karsilagtirmast Sekil 23°de sunulmustur. Tiim gruplara ait temsili fotograflar Resim 24.-

Resim 39. arasinda sunulmustur.
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Total Doku Hasari

3,50
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Sham TNBS MSB10 MSB4 MSB4x3
Gruplar

Tiim gruplar TNBS grubuna gore karsilastiriimstir.
% p<0,001 , **: p<0,01, * : p<0,05

Sekil 23. Gruplarin total doku hasari skorlarinin karsilagtirilmasi.

Tim histopatolojik parametrelerin gruplar arasi karsilastirmast ANOVA post hoc
Dunnets testi ile yapildi ve tiim gruplar iyilesmenin olup olmadigini saptamak agisindan
TNBS grubu ile karsilastirildi. Anlamli olan gruplarda anlamlilik diizeylerini gosteren p
degerleri, ***: p<0,001 , **: p<0,01, * : p<0,05 olarak gosterildi. p>0,05 olan ve anlamli fark
bulunamayan gruplarda herhangi bir simge kullanilmadi. Tiim grafikler Sekil 23.- Sekil 30.

arasinda gosterildi.

4.4.2. Iltihabi Infiltrasyon Bulgular

Inflamatuar infiltrasyon skoru sham grubunda 0,38 + 0,18 olarak saptanmustir. TNBS
uygulamasiyla bu skor anlamli sekilde artarak 3,00 = 0,00 diizeyine ulasmistir
(***p<0,001). Tedavi gruplarinda sirastyla MSB10, MSB4 ve MSB4x3 i¢in 2,38 + 0,18,
2,75 £ 0,16 ve 2,00 = 0,27 degerleri elde edilmistir. TNBS grubuna kiyasla anlamli azalma
MSB4x3 (**: p<0,01) gruplarinda izlenirken, MSB10 ve MSB4 grubunda TNBS grubuna
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gore daha diisiik skorlar izlen se de istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05).
Gruplara ait iltihabi filtrasyon skorlar1 Sekil 24°de sunulmustur. Ayrica her iltihabi

infiltrasyon skoruna ait temsili resimler Resim 16’da sunulmustur.

Iltihabi Infiltrasyon
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Gruplar

Sekil 24. Gruplarin iltihabi infiltrasyon skorlarinin karsilastiriimasi.

Resim 16. {ltihabi infiltrasyon skorlar1 temsili fotograflar (H&E, 100X)

A: Skor 0, B: Skor 1, C: Skor 2, D: Skor 3
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4.4.3. Hemoraji Bulgular:

Hemoraji skoru sham grubunda 0,00 + 0,00 olarak belirlenmistir. TNBS uygulamasi
ile bu deger anlamli sekilde artarak 2,75 + 0,16 diizeyine ulagsmistir (***: p<0,001). MSB10
grubunda 1,75 + 0,25, MSB4 grubunda 2,63 + 0,18 ve MSB4x3 grubunda 1,50 + 0,19
degerleri elde edilmistir. TNBS grubuna kiyasla anlamli azalma MSB10 (**: p<0,01) ve
MSB4x3 (***: p<0,001) gruplarinda izlenirken, MSB4 grubunda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir. Gruplara ait hemoraji skorlar1 Sekil 25°de sunulmustur. Ayrica her

hemoraji skoruna ait temsili resimler Resim 17°de sunulmustur.

Hemoraji
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Sekil 25. Gruplarin hemoraji skorlarinin karsilastirilmasi.

Resim 17. Hemoraji skorlar1 temsili fotograflar (H&E, 100X)
A: Skor 0, B: Skor1, C: Skor 2, D: Skor 3
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4.4.4. Nekroz Bulgular

Nekroz skoru sham grubunda 0,00 + 0,00 olarak saptanmistir. TNBS uygulamas ile
bu deger anlamli sekilde artarak 3,00 = 0,00 diizeyine yiikselmistir (***: p<0,001). Tedavi
gruplarinda; MSB10 icin 2,38 £+ 0,18, MSB4 i¢in 3,00 + 0,00 ve MSB4x3 i¢in 2,25 £ 0,16
degerleri elde edilmistir. TNBS grubuna kiyasla MSB10 (**: p<0,01) ve MSB4x3 (***:
p<0,001) gruplarinda anlamli bir azalma izlenirken, MSB4 grubunda TNBS grubuna gore

anlaml fark gozlenmemistir. Gruplara ait nekroz skorlar1 Sekil 26’de sunulmustur. Ayrica

her nekroz skoruna ait temsili resimler Resim 18’de sunulmustur.

Nekroz
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Sekil 26. Gruplarin nekroz skorlarinin karsilagtirilmasi

Resim 18. Nekroz skorlar1 temsili fotograflar (H&E, 40X)
A:skor 0, B:skor 1, C:skor 2, D:skor 3

98



4.4.5. Odem Bulgular1

Histopatolojik 6dem degerlendirmesinde, TNBS grubu 2,75 + 0,16 ortalam skor ile
Sham grubunun 0,38 + 0,18 ortalama skoruna kiyasla anlamli diizeyde artmis 6dem skoruna
sahipti (***p<0,001). MSB10 grubunda 6dem skoru 2,38 + 0,18, MSB4 grubunda ise 2,63 +
0,18 olarak belirlenmis fakat her iki grupta da anlamli bulunmamistir (p> 0,05). MSB4x3
grubunda 6dem skoru 1,88 + 0,30 ile TNBS grubuna gore anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (*: p<0,05). Gruplara ait 6dem skorlar1 Sekil 27°de sunulmustur. Ayrica her

0dem skoruna ait temsili resimler Resim 19’da sunulmustur.
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Sekil 27. Gruplarin 6dem skorlarinin karsilastiriimasi.

Resim 19. Odem skorlari temsili fotograflar (H&E, 100X)
A:Skor 0, B:Skor 1, C:Skor 2, D: Skor 3
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4.4.6. Kript Apseleri Bulgular

Histopatolojik kript apsesi skorlamasinda, TNBS grubu 3,00 + 0,00 ile en yiiksek
skora ulasmis ve Sham grubunun en diisiik skor olan 0,00 + 0,00 ortalamasina gore ileri
diizeyde anlamli fark (***: p<0,001). MSB ile tedavi edilen gruplarin tamaminda kript
apsesi skorlart TNBS grubuna gore daha diisiik bulunmustur. MSB10 grubunda 2,38 + 0,18
olan skor (*: p<0,05) ve MSB4x3 grubunda 2,00 + 0,27 olan skor (***: p<0,001). TNBS’ye
gore anlaml bulunmustur. MSB4 (2,88 + 0,13) grubunda ise istatistiksel olarak anlamli

degildir (p> 0,05). Gruplara ait kript apseleri skorlar1 Sekil 28’de sunulmustur. Ayrica her

kript apseleri skoruna ait temsili resimler Resim 20°de sunulmustur.

Kript Apseleri
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Sekil 28. Gruplarin kript apseleri skorlarinin karsilagtirilmasi.

Resim 20. Kript apseleri skorlari temsili forograflar (H&E, 100X)

A:Skor 0, B:Skor 1, C:Skor 2, D:Skor 3
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4.4.7. Goblet Hiicre Kayb1 Bulgulari

Histopatolojik goblet hiicre azalmasi skorlamasinda, TNBS grubu 3,00 + 0,00 ile en
yiiksek degere ulasmis ve Sham grubunun 0,00 + 0,00 degerine gore ileri diizeyde anlamli
fark gostermistir (***: p<0,001). MSB10 grubunda 2,38 + 0,18 olan skor (*: p<0,05) ve
MSB4x3 grubunda ise 2,00 = 0,27 olan skor (***: p<0,001), TNBS grubuna gére anlamli
derede diismiistiir. MSB4 grubunda ise deger 3,00 £ 0,00 olup, TNBS grubuna gore
herhangi bir anlamli fark saptanmamustir (p> 0,05). Gruplara ait goblet hiicre azalmasi
skorlar1 Sekil 29°de sunulmustur. Goblet hiicre azalmasi skorlarina ait temsili resimler

Resim 21’de sunulmustur.

Goblet Hiicre Azalmasi
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Sekil 29. Gruplarin goblet hiicre azalmasi skorlarinin karsilastirilmasi.

Resim 21. Goblet hiicre kayb1 skorlar1 temsili fotograflar (H&E, 100X)

A: Skor 0, B: Skor 1, C: Skor2, D: Skor 3
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4.4.8. Mukozal Yap1 Kayb1 Bulgular:

Histopatolojik mukozal yap1 kayb1 degerlendirmesinde, TNBS grubu 3,00 + 0,00 ile
en yiiksek skora ulagmis ve Sham grubunun 0,00 + 0,00 degerine gore ileri diizeyde anlamli
fark gostermistir (***: p<0,001). MSB10 grubunda 2,38 + 0,18 olan skor (*: p<0,05) ile
MSB4x3 grubunda gozlenmis 2,00 £ 0,27 olan skor (***: p<0,001) TNBS grubuna gore
anlamli azalma gosterirken, MSB4 grubunda ise deger 3,00 = 0,00 olup, TNBS grubuna
gore anlamli bir fark saptanmamustir (p> 0,05). Gruplarin mukozal yap1 kaybi skorlar1 Sekil
30°de sunulmustur. Mukozal yapi kaybi skorlarina ait temsili resimler Resim 22’de

sunulmustur.
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Sekil 30. Gruplarin mukozal yap1 kayb1 skorlarinin karsilastiriimasi.

Resim 22. Mukozal yap1 kaybi skorlari temsili fotograflar (H&E, 100X)
A: Skor 0, B: Skor 1, C: Skor 2, D: Skor 3
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4.4.9. Kolon Duvar Kalinlasmasi Bulgular:

Histopatolojik kolon duvar kalinlagsmas1 degerlendirmesinde, TNBS grubu 2,75 £ 0,16
ile en yiiksek degere ulagsmis ve Sham grubunun 0,00 + 0,00 degerine gore ileri diizeyde
anlamlh fark géstermistir (***: p<0,001). MSB10 grubunda 1,75 + 0,25 olan skor (**:
p<0,01) ve MSB4x3 grubunda 1,50 + 0,19 olan skor (***: p<0,001) ile TNBS grubuna gére
anlaml azalma saptanmistir. MSB4 grubunda ise deger 2,63 + 0,18 olup, TNBS grubuna

gore anlamli fark saptanmamustir. Gruplarin kolon duvar kalinlagmasi skorlar1 Sekil 31°de

sunulmustur. Kolon duvar kalinlasmasi skorlarina ait temsili resimler Resim 23’de

sunulmustur.
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Gruplar

Sekil 31. Gruplarin kolon duvar kalinlagsmas1 skorlarinin karsilastirilmasi.

Resim 23. Kolon duvar kalinlagmasi skorlari temsili fotograflar (H&E, 40X)
A:Skor 0,B:Skor 1, C:Skor 2, D:Skor 3
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Resim 25. Sham grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (1)
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Resim 27. Sham grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (2)
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Resim 29. TNBS grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (1)

106



Resim 31. TNBS grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (2)
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Resim 32. MSB10 grubu 40X biiylitmesinde H&E boyama (1)

Resim 33. MSB10 grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (1)
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4

MSB10 grubu 40X biiyilitmesinde H&E boyama (2)

im 34.

.

Res

Resim 35. MSB10 grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (2)
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Resim 37. MSB4 grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (1)
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Resim 39. MSB4 grubu 100X biiylitmesinde H&E boyama (2)
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Resim 41. Resim 41. MSB4x3 grubu 100X biiylitmesinde H&E boyama (1)
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42. MSB4x3 grubu 40X biiyiitmesinde H&E boyama (2)

Resim

43. MSB4x3 grubu 100X biiyiitmesinde H&E boyama (2)

1m

Res
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5. TARTISMA

Inflamatuvar bagirsak hastalign (IBH); Crohn hastalig1 (CH) ve iilseratif kolit (UK)
dahil olmak tizere bagirsak kolon mukozasinin kronik ve aralikli iltihabi ile karakterizedir
(Silva ve digerleri, 2019). TNBS ile indiiklenen kolit modeli, bagirsak iltihabin1 kolayca
uyarilabilen, hizli, giivenilir, saglam ve yiiksek oranda tekrarlanabilirlige sahip bir hayvan
modelidir (Modesto ve digerleri, 2022). Menadion sodyum bisiilfit K3 vitaminin suda
¢Oziinebilen sentetik bir analogudur ve provitamin olarak gorev yapar (Tanaka ve digerleri,
2010). Ayrica menadionun yapisinda bulunan kinon halkasi ile elektron alip vererek, ROS
iiretme yetenegi ile yiliksek dozlarda prooksidan, diisiik dozlarda antioksidan ozellik
gosterebilecegi ve cesitli farmakolojik etkilere sahip olabilecegi bildirilmistir (Shertzer ve
digerleri, 1992; McAmis ve digerleri, 2003). Bu etki Nrf2 yoluyla antioksidan enzimleri
arttirarak dolayli antiinflamatuvar etkilere yol acabilen hormetik doz-tepki mekanizmasi ile
aciklanmaktadir (Calabrese ve Kuzumbo, 2021). Menadionun temel olarak NF-kB
inhibisyonu yoluyla antiinflamatuvar potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Checker ve
digerleri, 2011). Viicuda alindiktan sonra indirgenerek menadiole donistiirilir. K3
vitamininin indirgenmis formlarinin antioksidan aktiviteler gosterebilecegi bildirilmistir
(Tampo ve Yonaha, 1996). Antiinflamatuvar etkilerinin koenzim aktivitelerinden bagimsiz
bir mekanizma ile gergeklestigi gosterilmistir (Zheng ve digerleri, 2021). Calismamizda
TNBS ile olusturdugumuz kolit modelinde 3. giinde inflamasyonun hem lokal (kolonik
doku) hem de sistemik (serum) diizeydeki yansimalarin1 daha Onceki ¢aligsmalarda
bildirildigi sekliyle taklit eden bir kolit modeli olusturulmustur. Bu modelde TNBS ile
olustrurulan kolit modelinde menadionun etkileri inflamasyonun immiin yanitlart ve
oksidatif bilesenleri {lizerinden ele alinarak hem fizyolojik hem de histolojik analizler ile

degerlendirilmistir.

Calismalarda TNBS uygulamasindan 2 saat sonra inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu
gosterilmis, tipik belirtilerin ise 48 saat sonra gelistigi bu nedenle, akut transmural hasarin 3
giin ila 1 hafta sonra maksimuma ulastig1 ve 2 hafta i¢inde de ¢oziildiigii veya kronik bir
inflamasyona doniistiigii bildirilmistir (Silva ve digerleri, 2019). Calismamizda kullanilan

hayvanlarin biiyiikliikkleri gozoniline alindiginda 4 haftaliktan kii¢iikk hayvanlarda 6liimle
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sonu¢lanma oraninin yiiksek olabilecegi yasl siganlarda ise kolite hassasiyetin azalabilecegi
nedeniyle geng erigkin sicanlarin kullanilmasi tercih edilmis ve hayvanlarda 6liim olmadan
deney basartyla sonuglandirilmistir. IBH’ de inflamasyonun hormonal bilesenleri
olmadigindan erkek ve disi siganlar arasinda fark bildirilmemistir (Silva ve digerleri, 2019).
Calismamizda, kolit olusturulan hayvanlarda piloereksiyon durumu literatiir ile uyumlu
olarak gozlenmistir (Silva ve digerleri, 2019). Antoniou ve digerleri, 2016 ise farkli doz
denemelerinin kolitin siddeti tlizerinde etkili oldugunu gostermislerdir. 50 mg/kg ile diisiik
siddette bir kolit izlenirken 150 mg/ kg ile yiliksek siddette bir kolit olustugunu
gozlemlemisler ayrica 100 ile 150 mg/ kg arasinda fark olmadigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda uyguladigimiz 25 mg doz hayvan agirliklar1 g6z oniine alindiginda yaklasik
olarak 100 mg/kg’lik doza esdeger sayilabilir. Bu nedenle Wallace skoruna gore siddetli bir
kolit olusturdugumuzu gérmekteyiz. Calismamizda TNBS uygulanan hayvanlarin ilk giin ve
son giin agirhiklarinda onemli disiisler kaydedildi. MSB tedavimizin ise bu agirlik
kayiplarin1 azalttig1 goriildii. Bu, daha Once yapilmis benzeri kolit ¢aligmalarinda da
bildirilmistir  (Sanchez-Hidalgo ve digerleri, 2007). TNBS modelimizde baslica
proinflamatuar belirtecler olan TNF-a, IL-1p ve IL-6, hem doku hem de serum 6rneklerinde
analiz edilmistir. Boylece TNBS ile indiiklenen kolit modelinde lokal inflamatuar yanitin

sistemik inflamatuar yansimasi arasindaki iligki ortaya konmustur.

TNF-a, hem dogustan gelen bagisiklikta hem de kazanilmis immiin yanitta 6nemli
gorevler iistlenen bir sitokindir. Ozellikle akut inflamasyonda endotel hiicrelerini aktive
ederek adezyon molekiillerinin ve kemotaktik sitokinlerin iiretimini uyarir, nétrofillerin ve
makrofajlarin inflamasyon bdlgesine gociinii saglar. Ayni1 zamanda kaspazlar1 aktive ederek
apoptozu tetikler (Coskun ve digerleri, 2020). TNF-o, IBH’de biyolojik tedavinin énemli bir
omurgasidir (Neurath, 2014). Calismamizda TNBS modeliyle bu siirecin basarili bir sekilde
taklit edildigi gozlenmistir. TNF-o ve IL-6 inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
patogenezinde merkezi rol oynayan baslica pro-inflamatuvar sitokinlerdir. IL-6 ve IL-1
kolondaki epitelyal hiicre fonksiyonunu etkileyerek, epitelyal hiicre oliimiine ve nétrofil
agregasyonuna neden olur (Bai ve digerleri, 2007). TNBS ile indiiklenen kolit modeli de bu
sitokinlerin asir1 ekspresyonunu taklit ederek insan hastaligi1 modellemekte sik¢a
kullanilmaktadir. TNBS ile indiiklenen deneysel kolit modellerinde TNF-a ve IL-6
diizeylerinin artis gosterdigi pek cok caligmada ortaya konmustur. Araruna ve digerleri,

2024, TNBS den 2 giin sonra dokuda TNF alfa artigin1 gdstermistir. Whittle ve digerleri

115



2008, bizim caligmamiza benzer sekilde 3. giin dokuda TNF-a ve IL-6 artislart ile
inflamasyonun olustugunu gostermislerdir. Yang ve digerleri, 2016 ise 3. giin kolon
dokusunda TNF-a, IL-6 ve IL-1p artiglar1 ile inflamasyonu gostermislerdir. Calismamizda,
TNBS uygulamasi sonrasinda TNF-a diizeylerinin hem kolon dokusunda (p<0,01) hem de
serumda (p<0,001) anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bu dokuda baslayan inflamasyonun
sistemik diizeyde de yansimalarinin oldugunu gdstermektedir. Bu bulgumuz, literatiirdeki
pek cok benzer caligmayla ortiismektedir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde Xu ve digerleri,
2017 caligmasinda TNBS ile dokuda TNF alfa, IL-6 ve IL-1B diizeylerinde artis
gostermiglerdir. Zhu ve digerleri, 2020’ nin ¢alismasinda da TNBS ile kolon dokularinda
TNF-a ve IL-6, Il-1B ekspresyonu artmistir. Cury ve digerleri, 2013’{in ¢alismasinda TNBS
ile bizim g¢alismamiza benzer sekilde 25 mg TNBS dozu ile kolit indiiksiyonunun 3.
giinlinde serum TNF-a ve IL-6 diizeylerinin 6nemli derecede yiikseldigi gosterilmistir. Bu
artisin TNBS den 24 saat sonra 6nemli diizeyde artarak 12. giine kadar yiiksek kaldig1 ve bu
sitokinlerin bagirsak mukozasinin durumuna dayanarak inflamatuar bagirsak hastaliginin
evreleriyle iliskili oldugu gosterilmistir. TNF-a monosit ve makrofajlar tarafindan tiretilir.
IL-6 ise hem dokuda hem serumda bulunan hem proinflamatuvar hem antiinflamatuvar bir
sitokindir (Wang ve digerleri, 2010). Alizade Naini ve digerleri, 2021 de yine serumda TNF-
a, ve IL-6 diizeylerinin arttigin1 bildirmislerdir. Rezaei ve digerleri, 2018 ise asetik asit ile
kolit modelinde de ayni sekilde serumda TNF-o, IL-6 ve IL-1B diizeylerinin arttigini
gostermistir. Kojima ve digerleri, (2024) ¢alismasinda benzer sekilde TNBS sonrasi IL-1p
mRNA ekspresyonu artmis, bu artisin Th17 hiicreleri ve IFN-y iiretimi ile birlikte seyrettigi
belirtilmistir. Li ve digerleri, (2018) c¢alismasi da IL-1p’nin COX-2 ve TNF ile birlikte
inflamatuvar siireci yoOneten temel diizenleyici oldugunu ifade etmis, bu molekiillerin
transkripsiyonel olarak birlikte yiikseldigini gostermistir. Bizim ¢alismamizda da TNBS ile
dokuda TNF-a (p<0,01), IL-6 (p<0,001) ve IL-1B (p<0,01) artislar1 anlamli diizeyde
bulunmus serumda TNF-a (p<0,001) ve IL-6 (p<0,01) anlamli diizeye ulasirken; serum IL-
1B diizeyleri ise kolit olmayan gruba gore matematiksel olarak diger parametrelerin artisi ile
paralel, 6nemli bir sayisal fark ile yiikselmis olsa da istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir (p>0,05). Fakat MSB uygulanan tedavi gruplarinda diger tim
parametrelerin paralelinde serumda da yiikselen IL-1p diizeylerini baskilayabildigini hatta
tedavi gruplarindan bazilarinda IL-1p diizeylerinin saglikli hayvanlardan daha diisiik oldugu

gbzlenmistir. Yang ve digerleri, (2016), TNBS sonras1 kolonik dokuda ve serumda IL-1P
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diizeylerinin arttigini, bu artisin tedaviyle azaldigini ve NF-kB yolunun inhibisyonu ile
iliskilendirildigini gostermistir. Luo ve digerleri, (2017) ¢alismasinda da TNBS grubunda
IL-1 mRNA diizeyleri anlamli sekilde arttigi vurgulanmustir. Zhu ve digerleri, (2020)
tarafindan yapilan ¢alismada, TNBS sonrast serumda IL-1p tiretimi artig1 bildirmislerdir. Xu
ve digerleri, (2017) tarafindan TNBS uygulamasini takiben hem IL-1$ hem de TNF-a ve IL-
6 diizeyleri artmig, bu durum ndrofillerin infiltrasyonu ve MPO aktivitesiyle
iliskilendirilmistir. Tiim bu veriler, calismamizda TNBS uygulamasi ile dokuda diger
parametreler ile uyumlu IL-1 diizeylerini belirgin sekilde artirmasinin inflamatuvar siirecin
erken gostergesi olarak kabul edilebilecegini gostermektedir. Ayrica IL-18 diizeylerinin
TNF-a, MPO ve IL-6 gibi diger parametrelerle birlikte hareket etmesi, bu sitokinin

inflamasyonun merkezindeki konumunu pekistirmektedir.

MSB’nin saf menadiona gore daha diisiik toksisite riskinin bildirilmis olmas1 ve suda
¢Oziinebilme yetenegi ile uygulama dozu ve yonteminin daha standardize edilebilir olmasi
deneyimizde TNBS kolit modelinde kullanmak tizere MSB’yi ¢ekici hale getirmistir. MSB
uygulamasi ile kolon dokusunda (tiim gruplarda p<0,01) ve serumda (tim gruplarda
p<0,001) artan sitokinlerin bastirilmis olmasit MSB’nin lokal ve sistemik diizeyde
antiinflamatuvar etkiler gosterdigini dogrulamaktadir. Cesitli hayvan deneylerinde tedavide
uygulanan menadion dozlari literatiirde ¢esitlilik gostermektedir. Simdiye kadar edindigimiz
bilgiler bu etkinin NF-kB’nin inhbisyonu yoluyla gerceklesebilecegini gostermektedir.
Ornek calismalarda Cerulein kaynakli pankreatit modelinde menadionun 10 mg/ kg dozunda
i.p. verilmesi ise NF-kB ve IL-1p inhibisyonu gbézlemlemislerdir (Amiti ve digerleri, 2019).
Ayn1 zamanda menadion, pankreas ve akcigerde notrofil infiltrasyonunun gostergesi olan
MPO seviyelerini de diisiirmiistiir. Bu ¢alismada menadion dozlari, 10, 25, 50, 100 mg/kg
uygulandiginda 10 mg/kg disindaki tiim dozlarin 6ldiiriicii oldugu gozlenmistir (Amiti ve
digerleri, 2019). Bizim g¢alismamizda 6liim riskini en az seviyede tutacak giivenli doz
araliklar1 belirlenmistir. Bu nedenle c¢aligmamizda 10 mg/kg yiiksek doz olarak
belirlenmistir. Diger bir ¢alismada da monosodyum {irat ile olusturulan peritonit modelinde
30 dakika once 4 mg/kg dozunda i.p. uygulanan MSB, IL-1f iiretimi ve notrofil
infiltrasyonunu azaltmistir (Zheng ve digerleri, 2021). Calismamizda giivenli doz
araliklarinda digiik doz grubunda uyguladigimiz 4 mg/kg’lik doz bu calismaya gore
belirlenmistir. Ayrica in vitro ¢alismalarda menadion, LPS uygulanan fare makrofajlarinda
TNF-a, IL-6 ve IL-1p diizeylerini anlamhi sekilde baskilamistir (Checker ve digerleri, 2011).
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Bu immiinosupresif etkiler bizim in vivo ¢alismamizdaki bulgularla 6rtiismektedir. Diger bir
LPS kaynakli ARDS modelinde 100 mg/kg’ lik vitamin K3 uygulamasi 1 saat sonra serum
TNF-a seviyelerini 6nemli Ol¢lide baskilamis ve 6 saat sonra doku hasarimi azaltmistir
(Tanaka ve digerleri, 2010). Bu calisma bizim hem dokuda hem serumda artan TNF-a
diizeylerinin MSB tarafindan baskilanmasi ile uyumludur. Ayrica DSS kolit modelinde de 8.
giinden itibaren 4 gilin boyunca 20 mg/kg olarak oral gavaj ile uygulanan menadion TNF-a
mRNA seviyelerini ve kolon hasarini gésteren inflamatuvar skorlar1 azaltmistir (Aoganghua
ve digerleri, 2011). Bu, patogenezi tetikleyen farkli bir mekanizma olsa da benzer kolit
modellerinde bagirsak dokusundaki olas1 antiinflamatuvar etkisini desteklemektedir. Ayrica
menadionun antiinflamatuvar etkilerinin K vitamininin koenzim aktivitesinden bagimsiz
olarak NLRP3 inflamatuvarini inhibe ederek gercgeklestirdigi bildirilmistir (Zheng ve
digerleri, 2021). Bu MSB’nin kolit {izerindeki antiinflamatuvar etkilerinin muhtemel bir
mekanizmasi olabilir. Bizim ¢alismamizda artan TNF-a seviyelerinin MSB ile diisiiriilmesi,
MSB’nin benzer modellerdeki etkisini gostermek acisindan énemli veriler ortaya koymus,
istelik ¢alismamiz TNBS kolitindeki ¢ok yonlii mekanizmalar1 daha fazla parametre ile

inceleyerek ileriki molekiiler ¢alismalara zemin hazirlamistir.

PGE:, inflamatuvar siire¢lerde 6nemli bir rol oynayan eikosanoid olup, sitokinler ve
inflamatuvar uyaranlara yanit olarak COX-2 enziminin indiiklenmesiyle sentezlenir.
Inflamasyon sirasinda ¢esitli immiin hiicrelerden salinan PGE., damar gegirgenligini
artirarak 6dem olusumunu destekler, inflamatuvar hiicrelerin gogiinii kolaylastirir ve
inflamasyonu pekistirir (Dong ve digerleri, 2003). Ulseratif kolitli hastalarda PGE2
diizeyleri hem mukozal dokuda hem de plazmada yiiksek bulunmus ve bunun endoskopik
skorlar ile kolerasyon gosterdigi ve kolon hasari1 derecesi ile es zamanl yiikseldigi
gosterilmistir (Wiercinska—Drapato ve digerleri, 1999). Prostaglandinlerin inflamatuvar
O0dem ve hiperemiye katkida bulundugu gosterilmistir. TNBS modelindeki PGE: artislar
COX-2 expresyonu ile iligkilendirilmistir ve bu artigin sistemik degil daha ziyade yerel bir
yanit olarak 16kosit infiltrasyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir (Kankuri ve digerleri,
2001). Inflamasyonda TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler iltihapli bolgede salmir ve
COX-2 ekspresyonunu arttirirlar (Rabelo Socca ve digerleri, 2014). TNBS modelinde
dokuda COX-2 ¢ok iiretilirken COX-1 daha siliktir (Sanchez-Hidalgo ve digerleri, 2007;
Rabelo Socca ve digerleri, 2014). Nitekim bazi ¢alismalarda, COX-2 inhibitérlerinin

paradoksal olarak inflamasyonu siddetlendirebildigi ve epitel onarimini geciktirebildigi
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bildirilmistir (Tanaka ve digerleri, 2009). Kolit Tedavisinde kullanilan ajanlarin etki
mekanizmalar1 farklidir. NSAID’ ler COX-2 inhibitérii olarak PGE: yi azaltirken,
glukokortikoidler ise endotelyal yapisma molekiillerinin ifadesini engelleyerek iltihapli
dokuya infiltrasyonu azaltirlar. Ancak PGE2’nin inflamasyonun gec evrelerinde
antiinflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu gdsterilmistir. Bunun yaninda yiiksek segici COX-
2 inhibitorlerinin PGE2 fiiretimini azaltarak infiltrasyon ve 6dem olusumunu azaltarak
inflamatuvar hasar1 azalttigi gosterilmistir (Kankuri ve digerleri, 2001). Diisiik PGE2’nin
rejenerasyon i¢in gerekli oldugunu fakat asir1 yliksek PGE2’nin doku hasarini arttirdigi
gosterilmistir (Sheibanie ve digerleri, 2007). Diisiik ve orta diizey yapisal ve indiiklenebilir
PGE:2 iiretimi bikarbonat ve mukus salgilanmasi, mukozal kan akisinin arttirilmasi, epitel
rejenerasyonu ve apoptozun azaltilmasi yoluyla mukozal koruma ve onarim saglamaktadir
(Ancha ve digerleri, 2009). Bunun yaninda TNBS modelinde COX2 aracili PGE2’ nin
kontrol diizeylerine diisiiriilmesi deney hayvanlarinda koliti énemli Slgiide iyilestirmistir
(Ancha ve digerleri, 2009). Calismamizda TNBS ile kolit grubunda dokuda PGE-: diizeyleri
yiiksek anlamlilik ile artmistir (p<0,001) ve MSB uygulanan gruplarda kolon dokusunda
PGE:-: diizeylerinde {i¢ tedavi dozunda da yiiksek anlamlilik seviyelerinde diisiis gozlenmistir
(p<0,001). Ancak bu disiisiin kolit olusturulmayan hayvanlardakine benzer fizyolojik
simirlar icinde kaldigir degerlendirilmigtir. Bu durum, MSB’nin COX-2 {izerinden
gerceklesen prostaglandin iiretimini tamamen baskilamak yerine, diizenleyici bir etkiyle
asir1 prostanoid tiretimini sinirlamis olabilecegini, ancak mukozal koruma i¢in gerekli olan
diizeyleri korumus olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim TNBS ile artan doku hasarinin
MSB ile azaldig1 goriilmektedir. Boylece MSB’nin, klasik COX-2 inhibitdrlerinin sebep
olabilecegi olumsuzluklar1 elemine ederek daha dengeli bir antiinflamatuvar etki sagladigi,
doku hasarindaki iyilesmeyi yansitan histopatolojik parametreler ile de uyumlu
bulunmasindan anlagilmaktadir. Serum PGE:2 diizeyleri ise TNBS modelinde 3. giin anlamli
diizeyde degildi (p>0,05). Bu PGE2 iiretiminin yerel bir yanit olarak dokuda arttigini ve
sistemik diizeye yansimadigini gostermistir. MSB4x3 tedavi grubunda yine de TNBS
grubuna gore anlamli bir diisiis gézlenmistir. Bunun nedeni PGE2’nin yerel bir faktor olarak
salgilanmasi dolasima gegen miktarinin ise diigiik olmasi ve kisa yar1 dmrii nedeniyle hizlica
metabolitlerine ayrigmasindan kaynaklanabilir. Yine serum PGE: diizeylerinde 3 giin
boyunca 4 mg/kg MSB verilen grupta muhtemelen PGE: devamli {iretiminin

baskilanmasina bagl olarak PGE2 diizeyleri kolit olmayan hayvanlarin seviyesinden daha
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diisiik seviyelere inmistir. Fakat bu diisiisin PGE2” nin dokudaki koruma etkisini
azaltmadigi doku hasar1 parametreleri ile gosterilmistir. Aslinda fare fibroblast hiicre
hatlarinda yapilan deneylerde kinon yapisi igeren bilesiklerin COX inhibitorii olarak etki
ettikleri fakat menadionun COX-1 ve COX-2 inhibisyonu agisindan anlamli bir etkiye sahip
olmadig1 gosterilmis, bunun da kinon yapisinin asir1 inhibisyonunu engelleyen metil
yapisindan kaynaklandigr bildirilmistir (Landa ve digerleri, 2012). Fakat bizim caligmamizda
gozlemledigimiz dokudaki PGE2 baskilayici 6zelligi MSB’ nin belki de iyilesme i¢in sadece
gerekli diizeyde COX-2 inhibitér potansiyeli ile asiri inhibisyonu engelledigi, dokudaki
PGE2 seviyelerinin fizyolojik smirlarinin altina diisiirmedigi, antioksidatif cevabin
uyarilmasi ve oksidatif parametrelerin de tedaviyle diisiiriilmesi yoluyla dolayl olarak NF-
kB inhibisyonundan kaynaklanabilecek dokudaki diger parametreleri iyilestirebildigini olasi
bu yolaklarin antioksidatif bir etkiyle baskilandigini diislindiirebilir. Bu yoniiyle bu ¢alisma,
benzer modellerde PGE2 ve COX-2 es zamanli analizleri ile bu belirteglerin molekiiler

yolaklarinin detayli ¢aligsilmasina bie zemin olusturabilir.

MPO, nétrofillerde bulunan graniilosit lizozomlarina 6zgii bir enzimdir ve aktivitesi,
notrofillerin  inflamasyon dokusuna girmesiyle dogrusal olarak iligkilidir ve ndtrofil
infiltrasyonunun biyokimyasal belirteci olarak kullanilir (Luo ve digerleri, 2017; Zhang ve
digerleri, 2017). TNBS uygulanan farelerde, intestinal MPO aktivitesinde 6nemli bir artis
gosterilmistir (Luo ve digerleri, 2017). Baska bir ¢alismada TNBS kaynakli kolit modelinde
11 giin sonra bile kolon dokularinda MPO diizeylerinin 6nemli 6lgiide arttig1 gosterilmistir.
Bu artisa nétrofil infiltrasyonu ve doku hasari ile es zamanli PGE2 artis1 da eslik etmistir
(Ancha ve digerleri, 2009). TNBS ile yapilan baska bir ¢alismada, kolon dokusunda TNF-
alfa, IL-1pB, PGE2, MPO, igeriklerinde 6nemli 6l¢iide artig gosterilmistir (Shen ve digerleri,
2019). Sheibanie ve digerleri, 2007 ise TNBS modeli ¢alismasinda TNF-a, IL-6 ve IL-1B
gibi sitokinlerle es zamanl olarak MPO diizeylerinin arttigin1 gosteren bulgular sunmustur.
Qiu ve digerleri, 2017 ise TNBS ile doku MPO artislarmi T lenfosit ve nétrofil
infiltrasyonundaki artis ile iliskilendirmistir. Birgok ¢alisma TNBS uygulamasi ile kolon
dokusunda MPO diizeylerinde artis bildirmis ve bunu doku hasarinin siddeti ile yakindan
iliskilendirmislerdir (Alizade Naini ve digerleri, 2021; Albaguergue ve digerleri, 2021;
Almasi ve digerleri, 2023). Ayn1 sekilde Whittle ve digerleri, 2008 ise dokudaki nétrofil
infiltrasyon indeksi ile MPO diizeylerinin kolerasyonunu gostermislerdir. Bizim

calismamizda benzer sekilde kolon dokusunda MPO diizeyleri anlamli bir sekilde yiiksek
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bulunurken histopatolojik parametrelerin de infiltrasyon bulgularimiz ile es zamanl arttigini
kaydettik. Ayrica yerel olarak gézlenen MPO’ nun dokuyla es zamanli serumda da anlaml
diizeylerde yiiksek olmasi yerel MPO’nun yiiksek diizeyde iiretildigi ve sistemik dolagima
uzaklastirilmadan inflamasyonun siddetini agikca yansitan zirve diizeylere yakin optimum
bir zaman noktasinda deneyi sonlandirdigimizi gostermektedir. Ciinkii ¢aligmalar TNBS
modelinde inflamasyonun 3. giinde zirveye ulastigini (Antoniou ve digerleri, 2016), bazi
caligmalar ise 7. glin yapisal hasarin ve MPO seviyelerinin zirvede oldugunu fakat 3. giinde
zirveye en yakin seviyelere ulastigini bildirmislerdir (Wang ve digerleri, 2010). MSB
tedavimiz lokal ve sistemik diizeyde artan MPO seviyelerini anlamli derecede diistirmiistiir.
En etkili grup MSB4x3 olmustur (p<0,001). MSB’ nin bu etkisinde olasi neden daha 6nce
de aciklandigi iizere NF-KB inhibisyonu yoluyla antiinflamatuvar etkilerin diisiik miktarda
iretilen ROS ile bu yolaklarin inhibisyonu olabilir. Calismamizda antioksidan savunmanin
artmas1 oksidatif parametrelerin iyilestirilmesi infiltrasyon sonucu inflamasyona sekonder
katkida bulunan oksidatif stresi azaltan bir antioksidan olarak davranmasinin yani sira,
hiicre gogilinii azaltan sitokin baskilayict mekanizmalar1 da aktif hale getirdigini
gostermektedir. Amiti ve digerleri 2019, Cerulein kaynakli akut pankreatit ¢alismasinda
menadionun pankreas ve akcigerde artmis olan ve infiltrasyonun gostergesi olan MPO
diizeylerini azalttigin1 gostermistir. Bizim calismamizda artan MPO seviyelerinin MSB
tarafindan baskilanmas1 graniilositler lizerindeki immiinosupresif etkisini gostermektedir.
Ayn1 zamanda TNBS kolit modellerinde artan MPO diizeyleri, inflamasyona eslik eden
oksidatif stresinde bir gostergesi olarak yorumlanmaktadir (Araruna ve digerleri, 2024).
Inflamatuar ve immiin hiicreler tarafindan artirilmis veya abartilmis bir ROS iiretimi bir
savunma mekanizmasidir (Chatterjee, 2016). Bircok calisma TNBS modelinde bagisiklik
hiicrelerin ve graniilositlerin aktivasyonu ile artan ROS seviyelerini ve zayiflayan
antioksidan savunmay1 gostermislerdir. TNBS modelinde inflamatuvar zinciri baglatan ana
mekanizma ROS olmamak ile birlikte asil uyar1t Thl ve Th2 hiicreleri aracigiyla baslayan
immiin yanit ilizerindendir. Fakat savunma hiicreleri kaynakli ROS iiretim mekanizmalari
ikincil olarak oksidatif hasarin da doku hasarina katkida bulundugunu gostermektedir.
Inflamasyon sirasinda ROS, IkB proteinlerinin modifikasyonu ile bozunmasina yol agar,
boylece NF-«kB serbest kalarak cekirdege tasinabilir ve inflamatuar proteinleri ifade eden
genlerin ekspresyonunu indiikler. Niikleer faktor 2 (Nrf-2) gibi faktorlerin de ROS

diizenlemesine sahip oldugu gozlemlenmistir (Chatterjee, 2016). Bagirsak mukozasinda
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oksidatif stres, epitel hiicrelerin apoptozuna ve bariyer biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olur (Karp ve Koch, 2006). DNA oksidasyonu da inflamasyonun patofizyolojisinde
onemlidir. Hem insan hem hayvan modellerinde oksidatif DNA hasar1 belirteci olan 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir ve
belirteg olarak kullanilmistir (Pereira ve digerleri., 2015; Rezaie ve digerleri, 2007). Bai ve
digerleri, 2019 caligmasinda TNBS kolitinde de 3. giin 8-OHdG diizeylerinin arttigini
gostermistir. Kolondaki lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehit
(MDA) diizeyleri test edilir (Kazi ve Qian, 2009). Deneysel kolit modellerinde oksidatif
stresin arttigin1 gdsteren calismalar mevcuttur. Ornegin Rezaei ve digerleri, 2018,
calismasinda asetik asit kaynakli kolit modelinde TNF-a, IL-6 ve IL-1B gibi sitokinlerin
artisiyla birlikte MPO ve PGE: artiglarimm da bildirmisler ve burada kolite eslik eden
oksidatif stresin varligin1 kolon dokusunda artan MDA ve NO igerikleri ile sistemik
diizeydeki antioksidatif zayiflamayr da serumda GSH, GPx, SOD ve TAS diizeylerini
dlgerek gostermislerdir. Bu ve benzeri insan ve deneysel IBH modellerinde oksidatif ve
nitrozatif stresin epitel hasarinin baslamasina ve ilerlemesine katkida bulunduklari
diistiniilmektedir. Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve NO tiirevi peroksinitrit gibi
reaktif tiirler, kismen nétrofil ve makrofaj aktivasyonu ile iretilir ve kolon dokusunda
oksidatif hasara neden olurlar (Ancha ve digerleri, 2009). Araruna ve digerleri (2024) ise
TNBS sonrasi 2. giin dokuda MDA diizeylerinin arttigin1 GSH ve SOD azalmasiyla paralel
doku hasarini da gostermislerdir. Alizade Naini ve digerleri, 2021 de dokuda MDA artisi ile
SOD azalmasini bildirmiglerdir. Shen ve digerleri (2019)’un ¢aligmasinda, kolit modelinde
sitokin artiglarinin yaninda SOD, CAT ve GSH-Px diizeylerinde azalma, MDA diizeyinde
ise artig gibi oksidatif parametreler tespit edilmistir. Insan kolonu yapisal olarak sadece az
miktarda SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan enzimlere sahiptir. Bu nedenle oksidatif
strese karst duyarhidir (Nieto ve digerleri, 2000). GSH-Px’in kolon dokularinda oksidatif
strese yaniti degiskendir. Nieto ve digerleri, 2000 ¢alismasinda TNBS sonrasi 1. hafta da
SOD azalirken GPx diizeylerinde siirekli siiperoksit radikali olusumuna bagl olarak artma
gozlemislerdir ve bu artist GSH diizeylerindeki diisiise ile iliskilendirmislerdir. Rabelo
Socca ve digerleri, (2014), ayn1 seklide TNBS sonrast 3. giin GPx ile GR diizeylerinin
attigini bildirmislerdir. Dost ve digerleri (2009)’ un ¢alismasinda da kolon dokusunda CAT’
m azaldigin1 ve MPO diizeyleri ile birlikte, GSH-Px diizeylerinin arttigi GR (Glutatyon

rediiktaz) diizeylerinin azaldigini gostermislerdir. Bunu muhtemelen artan GSH igerigi ile
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iliskilendirmislerdir. Bunlar bizim ¢aligmamizda 3. giin izledigimiz GPx disiisi ile
celismektedir. Bizim GPx diisiikliiglimiiz muhtemelen TNBS ile tiikenen GSH igeriginden
kaynaklanmaktadir. Calismamizda azalan SOD miktarlar1 da asir1 siiperoksit iiretiminde
SOD’un agir1 kullanilmasina bagli olabilecegi gibi enzimin yapisal hazarindan da
kaynaklanabilir. MSB tedavimiz muhtemelen hormetik etki ile diisiik dozda SOD ve GSH-
Px gibi antioksidan enzimleri yukar1 aktive etmis olabilir. Buna bagl artan H202’ in suya
dontstiiriilerek temizlenmesi i¢in azalan GSH-Px diizeylerinin MSB ile artmasi muhtemelen
MSB’nin diisiik dozlarda redoks dongiisiinii diizenledigini ve GSH’a direk baglanarak onu
tilketmek yerine antioksidatif yaniti pekistirdigini gostermektedir. Bu enzimlerin mevcut
GSH rezervi ile es zamanl 6l¢iilmesi ile bu mekanizma aydinlatilabilir. Kolit modellerinde
TAS diizeylerinin azaldigi ve TOS diizeylerinin arttif1 gesitli ¢alismalarla gosterilmistir
(Erdem ve digerleri, 2024). TNBS ile indiiklenen kolit modelinde 3. giin TAS diizeylerinin
azaldigi, TOS diizeylerinin arttig1 ve buna baglh oksidatif stres indeksi olan OSI degerlerinin
arttig1 gosterilmistir (Demir ve digerleri 2025). Peroksinitrit ve hidroksil radikali DNA’nin
guanin bazina zarar vererek 8-OHdGyi olusturur ve oksidatif stresin bir belirtecidir. Asetik
asitle olusturulmus kolit modelinde 8OHdAG’nin arttigin1 gostermislerdir. Bu oksidatif
stresin DNA {izerindeki hasarini1 yansitmaktadir (Mercaldi ve digerleri, 2017). Bizim
calismamizda MSB, oksidatif stresi azaltarak MDA ve 8-OHdG diizeylerini diisiirmiis, bu
da hiicre membran lipitlerinin ve DNA’ nin oksidatif hasardan korundugunu gostermistir.
Mikroskobik olarak da gozlenen epitel hiicre ve mukozal yap1 kaybinin azalmas1 MSB ile
daha cok hiicrenin canliligin1 koruyabildigini muhtemelen kaspaz yollarinin da inaktive

edildigini nekroz ve apoptozdan korundugunu desteklemektedir.

Vitamin K3’iin antiinflamatuvar etkilerinin sinyal yolaklarinin 6tesinde ayni1 zamanda
ROS iiretimi ve redoks sistemi iizerindeki diizenleyici etkileriyle NF-kB’ yi dolayli yoldan
baskilayabilecegi  bildirilmistir (Tanaka ve digerleri, 2010). Ayrica, MSB’nin
antiinflamatuvar etkilerinin NLRP3 inflammasomunu segici olarak baskilama yoluyla
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Zheng ve digerleri, 2021). Kinon yapisindaki bilesiklerin diger
bilesikler ile etkilesime gecerek ROS iiretebilme potansiyelleri ile organizmada alkilleyici
ozellik gosterebilecekleri bilinmektedir (Aoganghua ve digerleri, 2011). Kinon halkasinin
elektron aligverisi ile ROS firetebilecegi bu nedenle yiiksek dozlarda prooksidan, diisiik
dozlarda antioksidan Ozellik gosterebilecegi bildirilmistir (Shertzer ve digerleri, 1992;

McAmis ve digerleri, 2003). Menadionun yliksek dozlarinda karaciger hasar1 ve hemolitik
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anemi gosterilen riskleri arasindadir (Zheng ve digerleri, 2021). Ancak menadionun diisiik
dozlarda giivenle kullanilabilecegini gosteren caligmalar da mevcuttur (Zheng ve digerleri,
2021). Menadion giivenli diisiik doz araliklarinda ROS’u temizleyerek noroprotektif etkiler
gostermistir (Yang ve digerleri 2018). K3 vitamini naringeninin yaklasik 6 kati kadar DPPH
aktivitesine sahip oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Yaneva ve digerleri, 2023).
Menadionun doza baghh bu ¢ift yonlii etkilerini gozoniinde bulundurdugumuzda
calismamizda giivenli diisiik doz araliklarinda ¢alismayi tercih ettik ve bu doz araliklarinda
MSB’ nin TOS, MDA, 8-OHdG gibi oksidatif stres parametrelerini azaltarak ve DNA ve
lipid hasarin1 Onleyen, ayni zamanda TAS, GSH-Px ve SOD diizeylerini arttiran bir
antioksidan olarak davrandigini gozlemledik. Nrf2; SOD, GSH gibi antioksidan savunma
sistemlerini aktive ederek epitel hasarini azaltan ve NF-kB gibi proinflamatuvar sinyalleri
baskilayan onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf2 eksikligi olan hayvanlarda kolitin
daha siddetli seyrettigi; proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6) arttig1
gosterilmistir. Nrf2, ayrica regiilator T hiicreler1 (Treg) hiicrelerini artirarak immiin
regiilasyonu da saglamaktadir (Peng ve digerleri, 2023). Yapilan ¢alismalar Vitamin K3
takviyesin, kanatli hayvanlarin jejenumlarinda Nrf2 artis1 ile antioksidan kapasitelerin, SOD
ve CAT diizeylerinin arttigin1 gostermislerdir (Li ve digerleri, 2022). Calismamizda azalan
antioksidan parametrelerin MSB tedavisi ile yiikselmesi olasi Nrf2 yolaklar1 {izerinden

fayda saglamis olabilecegini diislindiirmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz makroskobik Wallace skorlart TNBS ile siddetli bir kolit
olusturdugumuzu gostermektedir. Kolitli hayvanlarda nekrotik ve iilseratif alanlarin oldukga
yaygin oldugu gozlenmistir. Birgok deneysel TNBS kolit caligmasinda makroskobik olarak
gozlenen bu sonuglar literatiir ile uyumludur. Alizade Naini ve digerleri, 2021, TNBS
modelinde 7. giin sitokin artislar1 ile artan oksidatif strese paralel olarak makroskobik
olarak, 6dem, hiperemi, iltihap ve ilser bulgularin1 kaydetmislerdir. Albuquerque ve
digerleri 2020 ve Almasi ve digerleri, 2023 ise 3. giin makroskobik olarak ciddi 6dem,
hiperemi, iilserasyon gozlemislerdir. Ancha ve digerleri, 2009 ve Antoniou ve digerleri,

2016, bu bulgularin hepsine ek olarak diski birikimleri not etmislerdir.

Tim bu elde ettigimiz yiiksek Wallace skorlarina dayali makroskobik gozlemler,
uyguladigimiz MSB tedavisi ile Wallace skorlarinda MSB4x3 daha anlamli bir etki
gostermekle birlikte (p<0,001), MSB10 grubunda da anlamli iyilesmeler gostermistir
(p<0,01). 4 mg/ kg’lik tek dozda ise makroskobik skorlar agisindan anlamli bir fark
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gozlenmemistir (p>0,05). Burada etkili olan gruplarda kiimiilatif dozlarin birbirine yakin
olmasinin anlamli sonuglar vermis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica inflamasyonun
erken fazlarinin inhibe edilmesi igin tiim gruplarda TNBS indiiksiyonundan 1 saat sonra
MSB verilmesi uygun bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da makroskobik skorlarin iyilestigi
gruplarda aynmi sekilde mikroskobik histopatolojik total skorlamalarinda anlamli sekilde
diistiriilerek her iki skorlamanin Ortiistiigii izlenmistir. Uzman patolog tarafindan yapilan
skorlamalarin birbiriyle uyumlu olarak total sonucu yansittigin1 goriilmiistiir. TNBS
kaynakli kolit ¢alismamizda; iltihabi infiltrasyon, hemoraji, nekroz, kript apseleri, 6dem,
goblet hiicre kaybi, mukozal yapi kaybi, kolon duvari kalinlagsmasi gibi histopatolojik
parametrelerin hepsinde kolit olmayan hayvanlara gore onemli diizeyde anlamli artiglar
kaydettik (p<0,001). Albuquerque ve digerleri 2020 ve Almasi ve digerleri, 2023 nin
calismalarinda birgok ¢alismada gosterildigi gibi bizim bulgularimiza benzer olarak 3. giin
makroskobik skorlarin yaninda mukozal iilserasyon, kript hasar1 veya kaybi, epitel kaybi,
goblet hiicre kaybi, liimene inflamatuar hiicre infiltrasyonu, lamina propriada mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, submukozal &dem, kas tabakasinda bozulma gibi histopatolojik
bulgular1 da bildirmislerdir. Antoniou ve digerleri 2016 ise, 3. giin de bu bulgulara ek olarak
yaygin fibrozis de bildirmislerdir. TNBS ile olusan sitokin artiglart infiltrasyonun, kript
apselerinin bir nedeni, MPO yiikselmeleri infiltrasyonun bir sonucu ve gostergesi olarak
kaydedildi. Hemoraji, 6dem, gibi bulgular vaskiiler ge¢irgenligin arttigin1 gosterdi bu da
artan PGE:2 diizeyleri ile uyumluydu. Mukozal yap1 kaybi inflamasyonun neden oldugu
nekrozu isaret etmektedir. Goblet hiicre goriiniimlerinin kaybi ise asir1 inflamasyonun sebep
oldugu nekrotik hiicre dliimiinden kaynaklanabilecegi gibi asir1 tiiketim sonrasi bosalarak
biiziilmelerinden de kaynaklanabilir (Yang ve Yu., 2021; Specian ve Oliver, 1991). Kolon
duvar1 kalinlagmasi ise kas tabakasina ilerlermis olan inflamasyonun yarattig1 hipertrofi ile
hiicre infiltrasyonlar1 ve 6demin de katkida bulundugu bir histopatolojik bir belirte¢ olarak
yorumlanmaktadir (Perse ve Cerar, 2012; Kellermann ve Riis, 2021). Kolit olusturdugumuz
grupta infiltrasyon diizeyleri saglikli hayvanlara gore yliksek anlamlilik diizeyinde artmistir
(p<0,001). Bu dokuya nétrofiller gibi bagisiklik hiicrelerinin gogii ve salgiladiklart artmis
MPO enzimi bulgularimiz ile ortiismektedir. Mikroskobik parametrelerde ise MSB ile
tedavimizde iltihabi infiltrasyon biitiin tedavi gruplarinda azalmasina ragmen sadece en
fazla azalmanin gorildigii MSB4x3 grubunda istatistiksel anlam kazanmistir (p<0,01).

Diger gruplarda infiltrasyon goriiniimiindeki hiicre yogunlugundaki azalma anlaml
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bulunamasa da MPO’nun tiim gruplarda azalmasi hiicrelerin bireysel olarak da MPO {iretim
yeteneklerinin  baskilandigin1  diislindiirmektedir. Genel anlamda bakildiginda MSB,
infiltrasyon ve MPO diizeylerini azaltmistir. Hemoraji, nekroz, kript apseleri, goblet hiicre
kaybi, mukozal yap1 kaybi, kolon duvari kalinlagmasi gibi tim skorlar TNBS grubunda
artarken MSB4x3 ve MSB10 tedavi gruplarinda makroskobik skorlar ile ve birbiriyle
uyumlu olarak azalmistir. Odem skorlar1 sadece MSB4x3 grubunda anlam kazansa da
(p<0,05) tiim gruplarda TNBS’ye gore diisiik bulunmustur. Burada 6dem parametresinde
TNBS ile olusturulan siddetli kolit asir1 nekroza neden olarak dokunun epitel biitlinligiinii
bozarak sivinin birikebilecegi alanlar1 ortadan kaldirmis ve bu nedenle 6dem parametresini
yorumlamak zorlagmistir. Buna ragmen nekroza komsu dokularda bir miktar gézlenebilen
alanlarda skorlama yapilmistir. Tiim histopatolojik parametrelerden olusan Total doku
hasar1 skorlarinda ise TNBS grubunda anlamli ve 6nemli 6l¢iide bir skor artis1 goriilmiistiir
(p<0,001) MSB4x3 grubunda en yiiksek anlamlilik diizeyinde ve en fazla diisiis
gbzlenmistir (p<0,001). MSB10 grubunda ise orta diizeyde bir anlamlilik ile de olsa 6nemli
bir diisiis kaydedilmistir. (p<0,01). Bu bulgular doku hasarinin hem makroskobik skorlar ile
hem de TNF-a, IL-6, IL-1B, MPO, PGE2 ve diizeyleri ile uyumlu olarak azaldigini

gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak tiim bu veriler menadion sodyum bisiilfitin, vitamin K’nin yalnizca
pihtilagma stireglerinde degil, inflamasyonun diizenlenmesinde de onemli bir biyolojik rol
listlenebilecegini gostermektedir. Ozellikle menadion (vitamin K3), ¢esitli mekanizmalar1
hedef alabilmesi ve cesitli inflamatuvar hastalik modellerinde gosterdigi olumlu etkiler
nedeniyle dikkat cekmektedir. Bu amagla ¢calismamizda, menadionun TNBS ile indiiklenen
kolit modelinde inflamasyon iizerindeki etkilerinin hem immiin bilesenler hem de oksidatif
mekanizmalar agisindan biitliinctil bir bakis acistyla arastirilmasi  amaglanmistir.
Sonuglarimiz MSB’ nin TNBS kaynakli kolit modelinde doku ve serum diizeyinde
antiinflamatuvar etkiler gosterdigini, kolon dokusunda oksidatif stresi azaltarak doku
hasarin1 yansitan makroskobik ve mikroskobik parametreleri iyilestirdigini gostermistir.
MSB’ nin bu ¢alismada gozlenen potansiyellerinin inflamatuvar modellerde bizim
calismamizdaki gibi ¢ok yonli bilesenleri ile ele alinarak ve molekiiler yolaklarinin da
aydmlatilarak ortaya konabilecegi ¢alismalara ihtiyag vardir. Mevcut potansiyeli ile IBH
tedavisinde glukokortikoidlerin asir1 ve uzun siire kullanimina bagl yan etkilerinden, ayni
zamanda NSAID ilaglarin ise mukozal hasar1 ve kolit siddetini arttirici etkilerinden
kaginmak, epitel biitlinliigii koruyarak dokuda oksidatif hasar1 azaltarak ve antioksidan
kapasiteyi arttirarak alternatif giicli immiinoregiilatér ve antiinflamatuvar etkiler
gosterebilen bir ajan olarak tedavi stratejilerinde gelecekteki yerini alabilir. Bu nedenle,
menadionun anti-inflamatuvar potansiyelinin, benzer modellerde farkli deneysel
tasarimlarda, molekiiler diizeyde hangi yolaklar iizerinden gerceklestigine ydnelik

gelecekteki ¢aligmalar, yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“TNBS Ile Indiiklenen Deneysel Kolit Modelinde Menadion (Vitamin K3)
Uygulamasinin inflamasyon Uzerindeki Etkileri” baslikli Doktora tezimdeki biitiin bilgileri
etik davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz
atif yaptigimu bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu

kabul ettigimi beyan ederim.
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